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III. Resumen

Actualmente en Méxco el cancer cervicoutering {CaClU) ocupa el primer lugar de
muerte por neoplasia para la poblacién femenina. Esto se debe en gran medida a la
falta de diagndstico oportuno de esta enfermedad, ya que en las etapas ternpranas del

cancer se producen muy pocos sintomas.

Se ha demostrado la presencia del Virus del Papiloma Humano (HPV por sus sigias
en ingiés) en mas del 99 % de los tumores de cuello uterino, principalmente de los
llamados tipos de aito riesgoe entre los cuales destacan los tipos 16 y 18. Mediante ¢l
analisis de las secuencias de estos tipos se han identificado distintas variantes, las
cuales se presume estan asociadas a determinados tipos histolégicos de CaCUyaun

diferente comportamiento biolégico y agresividad.

En este estudio se deferminaron los tipos y variantes del tipo 16 ¥ 18 en muestras de
pacientes que resultaron positivas a fa deteccion de HPV de alto nesgo. Se incluyeron
tres grupos: controles de personas que no presentaban lesién, lesiones precancerosas
de bajo grado v lesiones precancerosas de aito grado. La tipificacion  se realizo
mediante €l andlisis de un fragmento de la regién L1 del genoma del virus mediante la
técnica de SSCP, Los resultados obtenidos indican que los tipos mas frecuentes son
el 16 vy el 18 tanto en lesiones como en controles, sin embargo, su proporcién tiende a
ser mayor dentro de las lesiones. La variante del tipo 16 encontrada en ta poblacidn
mexicana pertenece a la rama Asiatico-Americana, sin embargo no se halld una
diferencia significativa entre lesiones de bajo y alto grado. Tampoco se encontrd
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 presentd de manera bastante homogénea dentro de los tres grupos de

estudio.
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1. Antecedentes
1.1 Cancer Cervicouterino

1.1.1 Datos Epidemiolégicos

El cancer cervicouterino ocupa el quinto lugar en neoplasias a nivel mundial. Segin la
Organizacién Mundial de la Salud su frecuencia estd alrededor de 460 mil casos

anuales En América Latina ocupa el primer lugar.

En cuanto a México se reflere, este tipo de cancer ocupa el pnmer lugar de muerte por
neoplasia para |a poblacion 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

afos,

Un factor importante de la alta incidencia de este padecimiento en nuestro pais, y en
general en paises no industnalizados es la falta de deteccién oportuna. El cancer de
cuello uterino produce pocos sintomas en su iniclo, esto, aunado a la falla de
informacion y a la ausencia de una cultura de autocuidado de la salud provocan que el
diagnéstico de fa enfermedad se realice en etapas muy avanzadas, cuando el

prongstico es poco alentador
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1.1.2 Localizacion Anatomica

El cérvix se localiza en la parte baja del dtero. Se divide en el endocervix, que esta
compuesto por epitelio columnar el cual conforma las llamadas glandulas, y el
ectocénvix formado por epitelio escamose que se une a la vagina. El sitio donde se
lieva & cabo la unién de estos dos tipos de epitelio se conoce come unidn
escamocelumnar y esta sujeta a varaciones durante la vida de una mujer debido a
estimuios hormonales {menstruacion, embarazos o partos) En esta zona el epitelio
columnar se “transforma” debido al reemplazo por células de reserva gue presentan
metaplasia escamosa. Debido a lo antenor a esta zona se le ha llamado zona de

transformacion o zona T. Es precisamente en este lugar donde se origina el cancer

cervicoutenno.

Tmmp.u de Falaplo

’ Ou-nnn;

M\Q‘D“b

Cunipo — Cualla Urering
aat Utaco

Nagino ™

Figura 1. Localizacién anatomica del cuello uterino o cérvix. La zona de
transformacion se encuentra donde se unen el epitelio vaginal y el epitelio
endocervical
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1.1.3 fesiones escamosas intraepiteliales

El CaCU evoluciona a partir de las lesiones intraepiteliales en proliferacién conocidas
como lesiones escamosas 0 epidermioides intraepiteliales, displasias o neoplasias
intraepiteliales del cérvix (NIC). Se caracterizan por desorganizacion de la arguitectura

del epitelioc escamoso, atiptas nucleares y mitosis anormales.

El grado de la lesion depende de la magnitud de dichas anormalidades. De tal manera

la lesién puede ser de bajo grado (Lesidn escamesa intraepitelial de bajo grado
LEIRG) correspondiente a displasia teve o NIC L Las displasias moderadas y severas
corresponden a NIC If y NIC 1l respectivamente y se han agrupado bajo ia categoria

de lesiones intraepiteliales de alto grade (LEIAG).

Estos tipos de lesiones pueden reverlir, persistir o progresar hacia cancer. De acuerdo
a diversos modelos matematicos elaborados se ha calculado que son
aproximadamente 5 afios 1o que toma a una displasia progresar a su siguiente fase
(Barron y Richart, 1968) y de 1 a 30 afios lo que tarda una displasia severa para

progresar a cancer (Gustafsson et ai., 1989)

1.1.4 Tipos histoldgicos

Los distintos tipos mistoldgicos de CaCU se definen de acuerdo a la estirpe celular de

la gue se ongind £ carcinoma de células escamosas o epidermioide se ongina, coma
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sy nombre lo indica del epitelic escamoso, es el mas comun y el de mejor
pronéstico. Sigue en importancia el adenocarcinoma que se confina a las glandulas
endocervicales. El carcinoma adencescamoso  tiene origen mixto. Estos dos tltimos
tipos histologicos cuentan con un peor prondstico que el epidermicide. Existen otras
variedades menos frecuentes entre las que destacan el carcinoma de células
pequefas que se ofiginan de las céwlas endocervicales de reserva presenta

diferenciacion neuroendocrina y tiene uno de fos peores pronosticos.

1.1,5 Etiologia Viral

Actualmente se tiene la suficiente evidencia para refacionzr ta infeccion por HPV conla
aparicion de lesiones precancerosas y CaClU. Se sabe que en mas del 89 % de los
tumores de cuello uterino se han detectado secuencias virales de ciertos tipos del
virus del papiloma humano (HPV), entre jos que destacan los tipos 16, 18, 31, 33y 45
(Walboomers et al.,1998). De igual manera este virus se encuentra presente en las

lesiones intraepiteliales del cérvix y el cancer invasor.

1.2 Los Papilomavirus

1.2.1 Biologia de los Papilomavirus

Los Papilomavirus se encuentran dentro de la familia Papoviridae y son pequefios
{virion de 55nm}, de forma icosaédrica y sin envoltura. Su genoma es circular de
doble cadena de DNA con un tamaiio alrededor de 8000 pares de bases, se divide en

fres regiones: la regién temprana (E) que consta de seis genes que codifican para
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proteinas involucradas en la replicacidn dei DNA viral y su iranscripcion, la regién
tardia (L) gue codifica para dos proteinas estructurales y ia region larga de confrol

(LCR) que tiene secuencias de control para Iz replicacion y transcripcidn viral.

Figura 2. imagen tridimensional de la estructura del viridn de los papilomavinis
reconstruida a partir del anélisis de microscopia crioelectrdnica. Los viriones
miden aproximadamente 55 am.

Los Papilomavirus se han asociado & neoplasias benignas y malignas de la piel y 1as
mucosas. Se encuentran en el epitelio de distintos animales desde pajaros y reptiles

hasta mamiferos y estan clasificados de acuerdo a su secuencia de DNA.
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Tabla 1. Regiones y genes de] genoma del HPV

Gen Proteina Funcién

L1 Proteina L1 Constituyente principal de la cdpside

L2 Proteina L2 Proteina de la capside, ensamblaje de viriones.
E1 Proteina E1 Inicio de la replicacion viral , helicasa, ATPasa
E2 Proteina E2 Regulacidn transcrpcional del virus, forma

heterodimeros con E1 que estimulan la iniciacion

de la repiicacion.

E4 Proteina E4 Proteina tardia, maduracién vy liberacidn de las
particulas virales, rompe la red de citoqueratinas

citoplasmicas

E5 Proteina E5 Pequefia proteina hidrofébica asociada a
membrana, sinergiza la accién del factor de
crecimiento epidermal (EGF) en &l estimulo para

la proliferacién celular del epitetio.

E6 Proteina E6 | Transformante, se une a la proteina supresora de
tumor p53 promoviendo su degradacion, activa a

la telomerasa

E7 Proteina £7 | Transformante, Se une a pRB, p130y ¢-jun, activa
la transcripodn
LCR Secuencia reguladora de la transcripcidn, contiene

el origen de |a replicacion viral y elementos de
respuesta a factores de transcripcion tanto virales

como celulares
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L

Figura 3. Genoma Circular del HPV —16. Consta da DNA de doble cadena
circuiar de 7904 ph. Su promotor se designa P97 y se ubica en ef LCR. Se
observan ademas las regiones tempranas {E) vy tardias (L).
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De acuerdo a la comparacion de su secuencia de nucledtidos se ha dividido a los
papilomavirus 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
clasificacion (por secuencia de DNA) correlaciona con su tropismo y potencial
oncogénico. A suvez, los HPV's se dividen en dos grupos. Los cutapeotropicos, que
producen proliferaciones benignas en la piel -conocidas como verrugas-
principalmente de brazos y pies (tipos 2, 3, 4, 10, efc)) y la Epidermodisplasia
Veruciforme {tipos 5, 8, 9, 12, 14, 15, etc); v los mucosotrdpicos, los cuales
infectan la mucosa del tracto respiratorio (tipos 6, 11), la cavidad oral {13, 32}, la

conjuntiva (6, 11) vy el tracto genital.

Actualmente se acepta que un tipo diferente de papilomavirus es aguel que difiere
det reste en un 10% o mds en su genoma en regiones codificantes  Un subtipo es
agque!l que presenta cambics en un 2% a un 10% vy una variante tiene una diferencia

menoral 2 %.

Los HPV genitales se han dividido en dos grupos de acuerdo a su asociacion con los
tumores mahgnos: 10s de bajo nesgo, asociades a lesiones benignas en su mayoria
verrugas genitales y condilomas; y los de alto riesgo, asociados a distintas lesiones

intraepitefiales cancer invasor de cérvix, vulva, vagina y pene.
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HPVi6
HFVST
HFV6S
HPV2T -~ 15039
HEVIA HPVS
HPYI
HPVEL
53
LVX160 HFY
CPidl

HPYY

HEVS HPVI6

HPVIL

HPYS1

Figura 4. Arbol filogenético del HPV basado en la secuencia de un segmento de la
region L1 (Myers et al., 1996)
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Tabla ll. Clasificacion de los HPV de acuerdo a su riesgo oncogénico

Riesgo oncogénico Tipo de HPV

Bajo riesgo 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 mas frecuentes.

1.2.2 Ciclo viral.

Los virus del papiloma son especificos de su huésped y presentan tropismo por las
células epiteliales escamosas produciendo proliferaciones en piel y mucosas.

La infeccién por HPV se transmite por contacto directo. Empieza en las celulas
basales, las cuales son mitéticamente activas. Después el virus puede permanecer
ahi, infegrarse al genoma, o replicarse y producir particulas virales.

El cicle completo de estos virus s6(o se produce en queratinocites diferenciados
(Pfister, 1987). Las células basales son poco activas en la expresion de proteinas
virales ya que existen factores celulares que regulan la franscripeion viral. Al migrar a
ia capa granulosa estas células se diferencian y ya no pueden dividirse, y es entonces
cuando se da [a formacién de particulas virales tras la transcripcion de los genes

tempranos y tardios del HPV.

Actualmente se conoce que [as proteinas E6 y E7 producidas por [os HPV
considerados de alto riesgo {y no de las de bajo riesgo) estan involucrados en la

inmortalizacién vy transformacién de las células epiteliales. Estas proteinas son
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activamente expresadas en los tumores de cérvix y las lineas celulares derivadas de
elios (Schwartz et al. 1985, Yee et al., 1985) . La integracidn al genoma del hospedero
se da en la region E1-E2 del virus provocando su rompimiento por 10 que ya ne se
sintetiza una proteina E2 funcional. Al ser ia proteina E2 un factor que regula
negativamente la expresion de los genes EB y E7 { se une a su promotor), se tiene

como consecuencia un aumento en la transcnpcidn de dichos genes (Sang &

Barbosa,1992)

Ahora se sabe que no en todos los tumores ocurre la integracion del genoma viral al
del hospedero. Se ha reportado en aigunos casos [0s geneés E1 y E2 se hallan
intactos, lo que indica que el virus se halla en su forma episomal o que s& han
integrado varias copias virales en tandem Se cree que al aumentar el numero de
copias virales se obtienen suficiente cantidad de proteinas E6 y E7 para transformar

las células (Berumen et al., 1994).

La proteina ES se une a la proteina supresora de tumores p53 dando lugar a su
degradacion, en un proceso dependiente de la ubiquitina (Scheffner et al., 1990, Crook
et al., 1991). Por otro lado, la proteina E7 se asocia con la proteina del
retinoblastoma pRB lo que libera al factor transcripcional E2F-1, que se halla unido a
pRB {Chellapan et aj, 1992), E2F1 activa la transcripcidn de diferentes genes
celulares que promueven la progresian del ciclo celular de la fase G1 a la S. Tode
esto lleva consigo la pérdida del control dei ciclo celular y es responsable de la

inestabilidad gendmica que contribuyen a ia transformacion ceiutar.
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1.2.3 Variantes de! HPV

Como se mencioné anteriormente se han definido variantes de un tipo de HPV como
aquellas que presentan una diferencia menor del 2% en su secuencia gendmica enilas

regiones codificantes y hasta un 5 % en Ias no codificantes (LCR} con respecto a la

variante de referencia.

Las diferencias en las secuencias de DNA que codifican para profeinas de los
papilomavirus nos perrniten distinguir entre los tipos y analizar el proceso de
especiacion, ya que en [a taxonomia de los papilomavirus el término tipe equivale al de
especie (Chan et al., 1892). E! andlisis de las regiones no codificantes, las cuales son
mas variables nos pemiten entender la evolucidn molecular dentro de un mismo tipo.
Se considera que el virus del papiloma es un modelo muy adecuado para estudiar la

evolucion de los virus con relacién la sus huéspedes ya que como se ha mencionade
son especificos para su especie y como se ha reportado la recombinacion es muy rara

o inexistente (Yamada et al., 1995).

A través del estudio de fas secuencias de DNA de un gran nimero de aistados virales
de diversas pantes del mundo se ha establecido la existencia de variantes para el tipo
16 (Ho et al., 1991, Ho et al., 1993), el tipo 18 (Ong et al., 1983) y otros tpos menos

frecuentes (Stewart et al. | 1996) Los tipos 16 y 18 han side los més esludiados de
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manera que se han construido arboles filpgenéticos y establecido distintas ramas para
cada uno de ellos. La evidencia apunta a que ambos lipos se originaron en Africa {Ong
et al., 1993;Ho et al.,1993) y han ¢oevolucionado con el ser humano dande lugar a
diversas variantes que surgieron durante ia especiacion de su huésped. Asimismo, la
diseminacion de dichas variantes $e ha dado con el movimienio de las masas
humanas durante la historia (Chang et al,, 1992 ; Ong et al., 1993). Por tanto, un tipo
de variante predominan de acuerdo al grupo étnico mayoritaric mas gue a la

localizacion geografica de la region.

Mediante estos estudios se han podido establecer cinco ramas principales para el tipa
16 : La europea E, la Asiatica As, 1a Asidtica-Americana AA, la Africana-1 Af-1 vy la
Africana-2 Af-2 (Ho et al,1993). Recientemente se han obtenido diversos aislados
que corresponden a una subclase de la variante AA que se ha nombrado

Norteamericana NA1 (Yamada et al., 1995).

Para ¢l HPV-16 se han analizado las regiones L1, 1.2, €2, E5, E6 y E7; los resultados
obtenidos apoyan la idea de que 1a recombinacidn es rara o inexistente. (Yamada et

al., 1995; Tomesello et al., 1997; Brady et al., 1999; Ernkson et al., 1999).

Como se menciond anteriormente 12 variante predominante depende del grupo étnico
de la region. Las vanantes de la rama E son comunes en Eurcpa y Norteamérica; las
vanantes Af-1y Af-2 son encontradas casi exclusivamente en Africa (92%); la As se
halla comdnmente en ¢l sureste de Asia; y la variante AA se encuentra en Centro y

Sudamérica y 5610 en Espaiia con 10 que respecta a Europa (Yamada et al.,1997).
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Figura 5 . Arbol filogenético del HPV-16 en el que se observan fas cinco ramas
encentradas: Af1, Af2, AA, E v As. Se seflala con una flecha la clona tomada como

referencia. La vanante encontrada en México corresponde al aislado tND-8 de la
rama AA (Ho et al,, 1993)
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HPV 45

Figura 6 Arbol filogenético def HPV-18 que nos muestra las tres ramas identificadas : Af,
As+Aly E{Ong el at,, 1993) La clona de referencia se encuentra en la rama As+Al. Se
sefiala la variante a la que corresponde el tipo integradoe en la linea celular Hel.a
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Con lo que respecta al tipo 18 se han deteclado tres ramas filogenéticas: Europea E,
Afncana Af y Astalica-Amerindia As+Am (Ong et al., 1993). De manera semejante a las
variantes deltipo 16, el nombre indica en que regién geografica se hallaron

predominantemente.

Como puede observarse éstos arboles tienen caracteristicas similares:
- maxima diversidad entre variantes africanas y no-africanas
- mayor diversidad entre las variantes africanas y aquellas de ofras regiones
- Las vartantes asiaticas forman una rama con un nodo en las variantes

europeas.

Es importante mencionar que para el HPV-16 la clona tornada como referencia
pertenece a la rama E y para el HPV-18 pertenece a la As+Al, los cuales se hallan

sefialados en las figuras 5y 6 respectivamente.

Es kien sabido que el tipo 16 se asocia principalmente con los carcinomas de células
escamosas y el tipo 18 con los adenocarcinomas y carcinomas adenoescamoses
{Bosch et al, 1995), lo que nos Indica una diferencia entre estos dos tipos
oncogénicos. Sin embargo, actualmente se tiene evidencra que sugiere que también
sus vanantes estn asociadas a distintos tipos histoiégicos de cancery que tienen un

distinto comportamients bicldgico.
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Empecemos por mencionar que el riesgo de desarrollar una lesidn no es el mismo
para todas las variantes del HPV-16 En un estudio en el que se detectaron varantes a
través de la region LCR del tipo 16 se llegd a 1a conclusion que el riesgo de desarrollar
una NIC -l no es el mismo para todas las variantes, sino que agueilas no parecidas
al prototipo (As, AA y Af) tienen un riesgo mas elevado (Xi et al, 1997). De manera
similar en fumores de cuello uterino era mas predominanie la presencia de las
variantes diferenies al prototipo (Zehbe et al., 1998) . Ademas, se ha rgporiado que
una variante del HPV-16 encontrada en los fumores de mujeres mexicanas y que
pertenece a la rama AA pudiera presentar un comportamiento mas agresivo, ya que se
encontrd en un grupo de mujeres mas jovenes que la prototipo (Lizano et al., 1996).
De esta manera se podria explicar la alla frecuencia de CaClU en mujeres

latinoamericanas.

Con lo que respecta al HPV-18 se realizd un estudio en México que arrojé los
siguientes resultados. Se determind la presencia de una variante llamada var-2
perteneciente a ta rama Af exclusivamente ligada a tumores de células escamosas ,
teniendo este tipo histolégico un prondstico poco mas alentador que los otros tipos de
céncer . La var-1 (perteneciente a la rama E) estuvo presente en todos los tipos
histolégicos excepto carcinoma de células pequefias. En comparacion, en los tumores
de céluias pequefias anahizados en este estudio se encontré 1a clona de referencia del
HPV-18 vy ninguna vanante. El carcinoma de ¢élulas pequefias cuenta con uno de los
peores pronosticos. Por tanto , podria ser que ias variantes var-1 y var =2 det HPV-18
presenten un comportamienic menos agresivo {Lizano et al., 1998) comparado con la
varante de referencia. Esto concuerda con un reporte previo en el que se describe
una variante del HPV-18 con un Comgportamiento menos agresive en lesiones

precancerosas (Hecht et al..1995).
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Todo fo anterior indicaria que las distintas variantes tienen alguna ventaja en
determinado fipo de células o que distintos factores celulares contribuyen en la

fransformacion de ias células.

En los estudios realizados sobre variantes de ES se ha encontrado que una variante
frecuente es |a gue reemplaza una T por una G en el nucledtido 350 lo cual resulta en
el intercambio de una leucina por una valina (Yamada et al., 1995; Brady et al,, 1999).
Esta variante fue asociada con progresion a cancer (Londesborough et al., 1996;
Zebhe et al,, 1998). Sin embargo, se han reportado otros resultados discordantes en
los que no se halld asociacidn entre la presencia de esfa varante y el riesgo de

desarrollar cancer cervicoutering (Bontkes et al., 1998; Nind! et al., 1999).

Existe otra variante de la proteina E8 conocida como 131G para la cual se han
encontrado también resultados contradictorios, pues mientras en un en estudio de la
regién E6 en lesiones preinvasivas se encuentra en baja (Bontkes et al., 1998} en ofro
protocelo llevado a cabo en el Reino Unido se ha reporiado la presencia de esta

variante hasta @n un 30 % (Brady et al,, 1999),

Para explicar estas diferencias entre la presencia de cierta variante de £6 y el riesgo
de progresion hacia el cancer se ha planteado que la diferencia de oncogenicidad

depende de la zona geografica, posiblemente por las variaciones genéticas de la
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pablacion; entre las que destacan la distribucion de los distintos aielos de HLA. (Nindl,

et al., 1999; Brady, et al. , 1993).

Se ha demostrado también que las diferentes variantes de E6 de los HPV-16 difieren
en su capacidad de anular la diferenciacion de los queratinocitos y en su capacidad de
inducir ta degradacion de p53, in vitro, 1o cual demuestra que las vanantes tienen
diferencias en sus propiedades biologicas y bioquimicas que pueden dar como
resultado diferencia en su patogenicidad (Stoppler et al., 1996).

Por otro 1ado, se ha intentado relacionar €l polimorfismo de ios alelos de p53 con la
capacidad de ES para unirse a elios. Se considera que los homocigotos para la
arginina en el codén 72 del gen de p53 fienen un riesgo incrementado para el
desarrollo de CaCU comparado con los homocigotos para la prolina, ya que el
producto def primer alelo es mas susceptible de ser degradado (Storey et at., 1998).
Sin embargo esle comportamiente ha demostrado ser independiente de las vanantes

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

En cuanto a E7 se ha encontrado que es una regién altamente conservada, en donde
hay pocas variaciones que rara vez producen un cambio de aminoacido. (Nindl et al.,

1999).

Algunas mutaciones en el genoma del HPV-16 aumentan la actividad del promotor que
da lugar a la transcripcion de E6 y E7 (May et al., 1994) Recientemente pudo
establecerse que las variantes AA y NAT presentan una actividad mayor en el

promotor P97 que las variantes Af1 y Af2, las cuales tienen actividad similar a la ciona
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europea de referencia. Esta actividad transcripcional elevada se atribuyé a una

transicién A/C en la posicidn 7229 (Kamer, et al., 2000).

Para la proteina E2 fambién se han reporiado variantes tanto para el HPV-16 como
para el HPV-18, sin embargo éstas no mostraron comelacion con e grado de lesion.
Las variantes del tipo 16 presentan un cambio de una C por T en la posicién 3049
dando como resultado un cambio de aminodcido en la posicion 219 de prolina a
serina. Estas variantes co-segregan con |a variante de E6 T3560G, porlo tanto podrian

considerarse marcadores adicionales de riesgo (Tery et al., 1997).

En resumen, &l estudio de las variantes de HPV es importante por estas razones: a) se
ha deferminado que las distintas variantes se asocian a determinados tipos
histoldgicos de CaCU vy a un diferente comportamiento biologico y agresividad; b) la
presencia de un tipo determinado de variante se asocia a la etnicidad de la poblacién

mas que a la zona geogréfica . Todo o anterior puede ser Glil para el pronéstico de ia

enfermedad.
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Figura 7. Diferencias en las regiones E6, L1 y LCR de las diferentes varianies del
HPV-16 (Yamada, et al., 1997).
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2. Justificacion del problema

De acuerdo a los antecedentes dados podria pensarse que fa alta incidencia de
CaCU en nuestro pais pedria no solo deberse a una falta de diagnostico
oportuno, sino que hay un factor relacionado a las variantes de los tipos 16y 18
que infectan a la poblacidn mexicana. Estas variantes se encueniran
cominmente en las poblaciones con un componente amenndio importante y
han demostrado un comportamiento més agresivo que aguellas presentes

preferentemente en otros grupos etnicos.

Con antericridad se habia realizado un esfudio en México donde se habian
tipificado los HPV's y variantes presentes en una muestra de tumores de
distintos tipos histoldégicos (Lizano et al, 1994). Los resultados indican
diferencias en las propiedades biologicas de las variantes.

Por tanto, creemos de gran importancia analizar la distribucion de fos tipos v
varnantes del 16 y 18 en una muestra de |la poblacidén que presenta lesiones
precancerosas tanto de bajo grado como de alto grado y un grupo de perscnas
con citologia nommal, Todas las pacientes incluidas en el estudio resultaron

positivas para la infeccién 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 lgsiones

premaiignas de una poblacion femenina mexicana .

3.2. Objetivos Especificos

« Estandarizar et método de PCR-SSCP para hacer posible ta diferenciacion del

mayoer numero de tipos y variantes del HPY

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

del HPV-16 y del HPV-18 en la poblacién femenina mexicana,

« Analzar la posible correlacion entre el tipe v vanante de HPV encontrada y el

grado de lesién de |3 paciente.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Muestras

La toma de muestra consisie en un cepitiado cervical que el Ginecdlogo realiza a la
paciente con el objeto de desprender unas cuantas células epitehales de su cervix,
luego coloca el cepitlo en un tube con medio de transporte. El cepillo y el medio se

incluyen en el DIGINE Cervical Sampler

En total fueron incluidas en el estudio 90 muestras que habian sido procesadas
mediante el kit de Captura de Hibridos H de DIGINE y que resultaron posiivas para
HPV de alto riesgo. Este Kit detecta en conjunto los tipos 16, 18,31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68: el resultado obtemdo indica positive o negativo para HPV de alto

riesgo, pero no especifica de que tipo se trata.

Para los casos de lesién las muestras se obtuvieron de pacientes que fueron referidas,
por sospecha de NIC, al Servicio de Patologia y Colposcopia del Tracto Genital Inferior
Femenino de un hospital de tercer nive! de atencién médica del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) Se confirmd por diagndstico histopatolégico |a presencia de
NIC i a Il en biopsia o cono cervical. Fueron excluidos 10s ¢asos que ingresaron al

estudio por sospecha de NIC y cuyo resuitado histopatoibgico fue negative o céncer

invasor

Los controles fueron tomados de mujeres que acudieron a una unidad de primer nivel
de atencidn médica del IMSS y que no mostraron alteraciones de NIC o cancer invasor
en la citologia. Estas pacientes acudieron por iniciativa propia o para estudio de rutina

y aceptaron participar en &l estudio
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£l periodo de estudio comprendid de ocfubre de 1998 a enero del afio 2000

£l tubo donde viene la muestra se agitd vigorosamente utllizando el vénex y se
tomaron 500 pb del medio de transporte en donde deben ir las células epiteliales del

cérvix para ia extraccién de DNA

Se incluye un esquema de la metodologia experimental seguida (Figura 8)

4.2 Extraccion y Cuantificacion de DNA

La extraccian de DNA se realizd por el métodao del fenol-cloraformo. Ef fenol utilizade

debe estar previamente equilibrado.

4.2.1 Equilibracion del fenol.

Es necesano equilibrar el fenol a pH > 7.8 pues el DNA pasa a la fase orgamica a pH
acido

El fenol se guarda a =20 °C Cuando se vaya a usar retirar del congelador y permutir
que alcance temperatura ambiente. Fundirlo a 68 °C y adicionar hidroxiquinolina a una
concentracion de 0.1 % {como antioxidanie, inhibidor de RNAsas y guelante débil de
ones). Ei fencl toma un color amarillento que permite wentificar de manera mas facil
la fase orgdnica. Posteriormente se adiciona un volumen igual de Tris-Cl 0.5 M
pH=B8.0 a temperatura ambiente Agitar por 15 minutos con agitader magnético y

apagar el agitador. Permitir que las dos fases se separen y eliminar la de amba
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(acuosa) con una pipeta conectada a una linea de vacio con una trampa. Repetir la
extraccién hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor a 7.8 {con papel pH).
Después de remover ka (itima fase acuosa adicionar 0.1 def volumen de Tris-Cl 0.1 M
pH=8.0 con 0.2 % de p-mercaptoetanol. Esta solucion puede ser almacenada bajo

Tris-Ci 100 mM pH=8 0 en una botella &mbar a 4 °C hasta por un mes.

4.2.2 Extraccion de DNA

Agregar a los 500 ul 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% SDS, 20 ng/mb de RNAsa) ¥ 6 ul de profeinasa K
(20 mg/mL). Incubar toda fa noche a 55 °C.

Adicionar un volumen igual de fenol-(cloroformo-aicoho! isoamilico 24:1) (1:1) saturado
y equilibrade con Tris, agitar invirtiendo el tubo. Centrifugar a 12 060 rpm § minutos a
temperatura ambiente.

Transferir la fase acuasa (la de arriba) a otro tubo. Tener cuidade de no Hevarse la
interfase blanca de proteinas gue se forma.

Agregar un volumen igual de cloroforme: alcohol isoamilico (24:1). Agitar invirtiendo et
tubo, Centrifugar a 12 000 rpm por & minutos a temperatura ambiente. Recuperar [a
fase acuosa y transferida a otro tubo.

Agregar 2.5 volumenes de etanol 100 % a —20°C y 1/10 de volumen de acetato de
amonio 4 M Colocar las muestras a -70 °C durante 15-30 minutos. Centrifugar a

+2000 rpm durante 30 minutos a —4°C,

Lavar con etanal 70 % a —20 °C. Resuspender el peilet obtenido en 20 ul de agua.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

CONTROLES

Captura de hibridos QJ
———

HPY alto riesgo
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@ =+ Fuera del estudio

Extracciéon Y Cuantificacién de
DNA

Il
| PCR B
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| SSCP ]
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Analisis del patrén de bandas
/.5e puede clasificar?

AN

Se determina el tipo [ Secuenciacién _I
ylo variante

E Analisis de la secuencia
BLAST

Figura 8. Metodologia Experimental sequida durante la realizacion de
este trabajo,
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4.2.3 Cuantificacion de DNA

Una vez extraido se procedid a cuantificar el DNA obtenido de cada muestra por
espectrofotometria de UV a una longitud de onda de 260 nm. Paralelamente, se
determina ta cantidad de proteina presente a 280 nm El cociente entre las lecturas a
260 nm y 280 nm (DO20/D04s0) N0s da una idea de 1a pureza de los Acidos nucleicos.

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

4.3 Amplificacidn por la técnica de PCR.

La amplificacion mediante PCR se realizdé con los oligonucledtidos consenso
GP5+/GP8+ (Snijders et al , 1995), que amplifican un fragmento de 140 pares de
bases de la region L1 del genoma del HPV. Este fragmento fue utilizado para tipificar
mediante la técnica de SSCP Los controles utilizados incluyen plasmidos de
diferentes tipos de HPV, lineas celulares que contenian secuencias virales conocidas y
tumores previamente secuenciados. Uno de los nucledlidos utilizados, en este caso

dCTP, estd marcado con P¥ . Se muestran fas condiciones utilizadas en ia reaccion

de PCR en la Tabla lIt.
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Tabla ll. Condiciones de reaccdn utilizadas durante la amplificacion por PCR.

[ Reactivos CONGENTRACION | CONGENTRAGION
BT % X
- MaCl, T 2Bma 3 mibd
GATP, dGTP, aTiP — 2mM 200 uM
acTP 0.25'mM 12 aM
GPE+ [ S0 pmolul | 1 prmolf pL
GP&+ 50 pmol/ pL 1 pmoi/ ul
" AmpliTag Gold {Perkin Eimer) 0.5/ il 0.1 Uiniuestra
dCTP™ 10 puCu/ pl. 1 p Cuf muestra
R

Se completa con agua hasta el volumen de reaccidn requerido. En este caso fas

reacciones se hicieron en 10 ul.

Tabta Iv. Ohgonucledtidos utilizados durante la realizacién del protocolo.

Fragmente amplificado Oligonucledtido
Gen Longitud (pb) Nombre Secuencia
L1 140 GP5+ STITGTTACTGTGGTAGATACTACS
L1 140 GP&+ S GAAAAATAAACTGTAAATCATATICS
L1 240 L1C1 S CETAAACGTTTITCCCTATTTITTTS

L1 240 L1cz S5'TACCCTAAATACTCTGTATIGY
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L.a amplificacién por PCR se realizé de acuerdoe al siguiente programa:

Temperatura Tiempo

1 ciclo

95° 10 minutos
38 ciclos

95° 40 segundos
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 Conformacionai de Cadena Sencilia. Utilizandola
es posible detectar mutaciones puntuales mediante el cambio de conformacion
intracadena de hebras sencilias de DNA. Al cambiar la conformacién el patron de
corfimiento electroforético se modifica y puede detectarse faciimente la diferencia

entre los prototipos y las variantes del HPV,

La técnica consiste en desnaturalizar et DNA previamente amplificado, utifizando calor
y formamida para luego correr las muestras en un gel de poliacniamida en condiciones

no desnaturalizantes. De esta manera se da la complementariedad entre bases dentro
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de una misma cadena de DNA adquiriéndose una estructiura secundaria o varias de
eflas. Por tal motive, no debe permitirse que el ge! se cafiente, ya que esto impide 'a
formacion de dicha estructura secundaria. Se recomienda que si el gel va a comrer a
iemperatura ambiente no se utlicen mas de 10 ‘Watts por 12 a 24 hrs. En cambio, st

la comida va & ser a 4° C se usen méximo 20 Watts durante un pericto de 3a 8 hrs

Después de realizar varios ensayos se concluyd que la mayor diferencia para los tipos
de HPV se legraba en un gel de poliacrilamida al 6% corriéndolo en una camara de

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

Se tomé 1L de la reaccion de PCR y se diluyd en 13 uL de la solucién STOP (95 %
Formamida, 20 mM EDTA, 0 05% Azul de bromofenol, 0.05% Xilen Cianol). Se
desnaturalizé con temperatura 15 minutos a 95° C ¢ inmediatamente se colocaron en
hielo para evitar que se forme vuelva a formar la doble cadena del DNA. Se tomaron 3

pl para cargar en el gel.

Al terminar la cornda del gel éste se sect sobre papel filtro y se puso a exponer con
una placa fotografica KODAK X-Omat. Las placas fotograficas se revelaron de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Fijador y Reveiador KodakP/X -Cmat) A esta

técrica se le conace como Autorradiografia
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En cada comida incluimos muestras con tipos de HPV conocidos come control del
patron electroforético para poder comparar con las ruestras problema. Aquelias gue
presenten el mismo patron deben contener ef mismo tipo o varianie det virus. Dentio
de estos controles se incluyen plasmidos con el genoma de algin papilomavirus
cionado, lineas celulares que contienen integrado el genoma de un tipo de HPV vy
muestras previamente secuenciadas. Entre las lineas celulares utilizadas se
encuentran las siguientes: )HelLa, 12 cual contiene la secuencia de la variante £
(correspondiente a la variante E) del tipo 18 (aislado G18-1, ver Figura 8); ii) Sihay
iijCaski , que presentan variantes de la rama E del tipo 16 (clona de referencia, ver

figura 5.

Es necesano hacer la observacidn de que, s bien Hela contiene una variante (E}
distinta a 12 de referencia, no presenta cambios en la regidén estudiada con respecio a
esta dltima. En consecuencia, no es posible diferenciar estas dos variantes en esta
regidn. Portanto, se reporta de manera independiente a la 18 Afy conjuntamente ala

18 E junto con l& referencia.
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Fragmenios de DNA amplificados por PCR

3 3

Desnaturaiizacidn con fermamida y calor

Hebras de DNA desnaturalizadas

v

Correr en condicrones no desnaturalizantes
Pohacritamida 6% 4°C
Se da la complementanadad entre las bases de lz misma
cagdena y adguieren estructura secundaria,

v

—
L}
—
|
DNA sin Diferentes estructuras
desnaturalizar secundanas del DNA

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

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

que se trataba.

Para amplificar se utilizaron los oligonucledtidos GP5+GP6+ utilizados en fa técnica

de SSCP, o los dligonuciedtidos L1C1/.1C2 que amplifican una region de 240 pares

de bases de ta regidn L1,

Los productos de PCR purificados se secuenciaron mediante la técnica de Sanger de
los terminadores de cadena utilizando Termo Sequenase Radiolabeled Terminator

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

fabricante.

El método de Sanger se basa en (a sinfesis enzimatica de DNA usando el segmento a
secuenciar como moide. Se realizan cuatro reacciones de amplificactdn distintas en
cuatro fubos separados, los cuales contienen los cuatro desoxinucledtidos (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP). Cada tubo contiene un dideoxinucledtido diferente (ddNTP)
que carece del OH en la posicién 3’ indispensable para formar el entace fosfodiéster,
por tanfo, en el momento que se adiciona es imposible seguir la extension de ia
cadena. Debido a esto a los didesoxinucledtidos se les conoce como terminadores de
cadena En nuestro caso los didesoxinuclestidos estaban marcados cada uno con P2,
Asi, se obtienen productos de terminacién de cadena de diferente longitud para cada
base del DNA (A.G.C ¥y T). Las muestras de los diferentes tubos se corren en carriles
separados de geles de alta resolucidén. Esto incluye poliacrniamida 6% (en nuestro

caso) 7 M de urea y aproximadamente 1500 V . En este case la urea minimiza el
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efecto de la estructura secundaria. Las condiciones mencionadas son
desnaturalizantes por 1o que las bandas sélo comen por su peso molecular permitiendo
diferenciar hasta una base de longitud. De esta manera se genera un conjunto de
bandas de diversos tamafios quedando abajo en ¢l gel los mas pequefios, es decir, los
que adicionaron el didesoxinucledtido mas cerca del extremo 5'. Por tanto, al leer el
gel de abajo hacia arriba obtenemos la secuencia en direccidn 5" a 3’ del fragmento
secuenciado.

Por ditimo, los secuencia de bases obtenidas se introdujo al programa BLAST
presente en la direccién www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST para su interpretacién. En
este programa es posible realizar la comparacion de secuencias problema con las que

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

3

PEPOEHO--PO00

4

A G C T

Figura 10. Esquema representativo de un gel de secuenciacion. Se chservan los
cuatro carriles comespondientes a cada uno de los tubos de reaccién, Las bandas
indican |a base en la que se termind la cadena con un didesoxinucleotido.
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5. Resultados

Con el objeto de conocer como se distribuyen 10s tipos y variantes del HPV dentro de
una muestra de la poblacion femenina mexicana compuesta por mujeres que
presentan lesiones (de bajo y allo grado) y mujeres que no presentan lesiones
{controles), en este trabajo analizamos un conjunto de muestras todas positivas a HPV

de alfo riesgo.

Para hacer el analisis de las muestras utifizamos la técnica de SSCP, la cual nos
permite detectar cambios puniuales en un fragmento de DNA amplificado. Esta técnica
se basa en la formacion de segmentos complementarios intracadena en hebras
sencillas de DNA por o que éstas adquieren una estructura secundaria determinada
que produce cierto patén de bandeo al correr en un gel de poliacrilamida (las
condiciones se describen en la seccion de materiales y métodos). Al haber algun
cambio, incluso dé una sola base, |2 estructura secundaria se ve modificada y esto se

refleja en el patron de conimiento 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 patrén de comimiento electroforético. St incluimos muestras que contengan
tipos o variantes conocidos podemos comparar los patrones que producen con

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

ser secuenciados para conocer cudl HPV contienen.

Estas muestras de tipos o variantes conocidos previamente por nosotros les

denominamos “controles™ y no tienen nada que ver con el grupe control de pacientes.

Como puede observarse en |2 figura 11 que comesponde al gel de SSCP de los
controles, los distintos tipos y variantes del HPV presentan un diferente patrén de
corrimiento electroforético, lo cual hace posible diferenciarlos por medio de esta
técnica. La ufilizacion de los nucledtidos consenso GP5+/GPS+ nos permite fa
amplificacion de una zona de {1z regidn L1 enla gue se pueden detectar cambios para
un amplic mimero de tipos del virus en estudio. El fragmento producido (140 pb) tiene
un tamario adecuado para la técnica descrita ya que al ser pequerio permite que el

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

el fragmento.

Hay que destacar que el Kit de Captura Hibrida utilizado sélo 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

esperaria la presencia de otros tipos.

La dnica variante identificada para el tipo 16 en el grupo de estudio fue la Asiatico-
Americana, por lo que se le denomind 16 AAy ala clona de referencia simpiemente 16
(la cual pertenece 2 la rama Europea). Estas dos variartes presentan una diferencia

evidente en su comimiento electroforético como puede apreciarse en la figura 12, Dos
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de tas bandas de la 16 AA corren mas que fa clona de referencia lo que las hace

faciimente diferenciables.

De igual manera, es evidente la diferencia entre la vanante de referencia def fipo 18
(gue perienece a [a rama As+Al) denominada sofamente 18, y [a reporiada como 18

Af (verfiguras 11, 12, 13y 14).

Asimismo en las figuras 13 y 14 se presentan muestras con distintos tipos de
patrones en comparacion con los controles por lo que fueron secuenciadas dando

como resultado diferentes tipos de HPV.

Un ejemplo de los geles obtenidos porla secuenciacién se observa en lafigura 15, en
este caso con GPS+. Sin embargo, también se realizaron secuencias con L1C1 en
caso de que se fuviera ia duda del resultado. Para poder dentificarlos ademas del
BLAST se utilizaron 10s datos de 1as tablas V (Human Papiliomavitus, 1995) los cuales

nos muestran los cambios que presentan 10s distintos fipos de HPV en estas regiones.
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TIPO DE HPV

1t 16vAaR 18 18vaRZ2 31 162 16 18°¢

L
5,

Figura 11. Patrén de corrimiento electroforético por la técnica de
SSCP de distintos tipos de HPV. Cada HPV produce un patron de
bandeo caracteristico que lo hace facilmente diferenciable del resto. En
este caso se conocia previamene &l tipo presente ya sea clonado en un
plasmido (11, 18 y 31), en una muestra previamente secuenciada (18 var
2 y 16 var} o en lineas celulares. Se utilizaron los primers GP5+/GP&+
para realizar la amplificacion de la regién L1. La varante del tipo 16
corresponde a la rama AA vy la var-2 del 18 corresponde a la Af.

a Linea celular Caski
b {inea celular Siha

¢ Linea celular Calo
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TiPO DE HPV

CONTROLES MU ESTRAS

16 16 VAR 18 18VAR2Z 16 16VAR 16VAR 16 18 16 16VvAR 16

Figura 12. Puede llevarse a cabo la identificacidn 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,

aSiha ®Hela
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TIPO DE HPV
CONTROLES MUESTRAS

182 1€ q3vaR2 16vaR 45 70 16 16 35 56 18

Figura 13 En las muestras se pueden apreciar patrones nuevos a ios ya
observados, los cuales fueron secuenciados parg obtener €] tipo de HPV en cuestidn,
Los controles se refieren a tipos previamente conocidos que se utilizan para hacer la
comparacion con las muestras problema. Se considera due los patrones iguales o

muy similares contienen el mismo tipo o variante.
“Hela
o Caski
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TIPO DE HPV

CONTROLES MUESTRAS

16716 VAR 18P 56 58 59 45 16VAR18vARZ 16 162

Figura 14. En este gel observamos la aparicién de nuevos patrones
correspondientes al tipo 56, 58 y 59, ademas de los ya conocidos. Estos
nuevos tipos se cbtuvieron por secuenciacion,

2 Sjha b Hela
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5766

-B971 AIG

-8695 A/C

-6658

Figura 15. Autorradiografia del gel de secuenciacidén obtenida a partir
de la muestra 74 con GP5+. Después del andlisis de ia secuencia de
bases se determiné que se trataba de 16 AA. Se indican los camibos

observados con respecto a 1a clona de referencia
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Tabla V. Cambios en la regién de L1 amplificada por los cligonucledtidos consenso
GPS+/GPG+, 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 nimeros
6626 y 6766 indican la regién a que corresponde del HPV-16.
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En total fueron 80 muestras las procesadas, y cuyos datos se presentan en 1a tabla Vi
aunados a los datos clinicos de las pacientes Podemos observar que el HPV-16
(38.7% contando cas0s y controles) fue el mas frecuente tanto en general como por
tipo de lesion, le sigue el HPV-18 (10.8 %). Fueron frecuentes también €1 HPV-45
(7.5%), HPV58 (9.7} % y HPV 59 (5.4 %) (Tabla Vil). Los otros tipos, encontrados en
pocas muestras, fueron agrupados bajo Iz categoria de OTROS para hacer mas facil y

confiable su estudio. (Figura 16).

Tabla VI. Datos clinicos de las pacientes de los distintos grupos vy fipo de HPV
detectado.

Muestra) Edad Dlagndstice Histopatoldgico 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
<] 25 CONTROL 16 AA
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 80 CONTROL. 70
17 47 CONTROL 16 AA + 11
18 * CONTROL 58
19 - CONTROL 53
20 63 LEIBG+ HPV 67
21 36 LEIBG + HPV 45
22 A8 NIC 1 + HPV 16
23 20 LEIBG+HPV 16
24 32 LEIBG + HPV 58
25 35 \EIBG + HPV 70
26 45 LEIBG 16 AA
27 24 NIC 1 + HPV 18 Af
28 29 LEIBG + HPV 16
29 39 LIEBG+HPV 16 AA
30 24 LEIBG + HPV 16 AA
3 33 NIC | 16
32 51 LEIBG + HPV 35
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33 39 LEIBG 15
34 49 ENDOCERVICITIS 18 Af
35 51 LEIBG + HPV 18
36 46 LEIBG 16 AA
37 66 LEIBG 16
38 29 LIEBG 18 AA
38 72 NIC | +HPV 59
40 41 LEIBG + HPY 16 AA
41 47 LEBG 58
42 41 LEIBG L 45
43 27 LEIBG+HPVY 16 AA
44 45 NIC1T +HPV 58
45 30 LEIBG 56
46 41 LEIBG+HPV 45
47 41 LEIBG 16 AA
48 74 NIC 1 + HPVY 70
49 32 LEIBG 4 16
50 24 LEIBG+HPV ] 31
51 36 NIC | +HPV 11
52 75 ENDOQCERVICITIS + IHPV 16
53 40 LEIBG + HPV 18 Af
54 42 NIC 1 + ENDOCERWVICITIS CRONICA 16
55 43 LEIBG + HPV 52
56 BA.JO GRADO HPV 16
57 50 LEIAG + HPV 18 Af
58 28 LEIAGHHPY 31
59 32 LEIAG+HPY 66
60 40 CARGINOMA M STTU GON EXT ERSION GLENDULAR NIG 1Tl + HEV r 58
61 3% LEIAG + HPV 45
62 41 LEIAG+ HPV 16
83 32 LEIAG + HPV 67
52 26 Ric 11 - 53
65 46 LEIAG + HPV 52
66 27 LEIAG + HPV 16
67 47 LEIAG + HPV CON EXTENSION GLANDULAR 18 Af
68 36 CA N STTY + EXTERSION GLANDULAR 16
659 34 LEIAG + HPV 56
70 40 LEIAG 52
7 44 LEIAG + HPV 18
72 40 LEIAG + HPY 16 AA
73 20 NIC Hi 56
74 39 LEIAG 16 AA
75 43 LEIAG 58
76 63 FRAGMENTOS DE CARCINOMA PB INVASOR 18
77 45 LEIAG + HPV 58
78 55 NIC I CON EXTENSION GLANDULAR 16
79 50 NIG il 16
80 51 NIC Il + HPV 16 AA
81 42 NIG 111 CON EXTENSION GLANDULAR 16
82 37 NIC W 16
83 45 LEIAG + HPV 11
84 43 LEIAG + HPV 39
85 * ALTO GRADO HPV 18
88 - ALTO GRADO HPV 16
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87 * ALTO GRADO 11

88 M ALTO GRADO 18 Af

89 * ALTO GRADO 53

90 36 NIC i} 33 ]

" Datos no disponibles. LEIBG= Lesién Escamosa Intraepitelial de Baio Grado, correspondente a

NIC 1, LEIAG= Lesitn Escamosa Infraspitelial de Alto Grado correspandiente a NIC H y NiC it
16 VAR correspende a la varante AA | dnica identificada en nuestro conjunto de muestras Los tipos
de referencia se denominas sdlo 16y 18

Hay que sefialar que se encontraron tipos distintos a los que detecta et Kit de Captura

Hibrida, como son el HPV- 53, 66, 67 y el 70 considerados como de resgo intermedio

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

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

Tabla Vii. Recuento del niumero de casos de cada HFV por tipo de lesion.

TIPO DE NPV DIAGNOSTICO TOTAL
CONTROL LEIBG LEIAG

11 2 1 2 5
16 5 78 12 35 ]
18 1 4 5 10
31 1 1 2
3 1 7
35 i 1
39 7 1
45 3 3 1 7
52 1 1 2 4
53 1 ]
56 1 3 3
58 3 2 3 g
59 3 2 5
66 1 7 2
67 1 1 2
70 Z 2 2

TOTAL 22 37 34 53

En total son 90 muestras de las cuales 19 son controles, sin embargo, las coinfecciones se
consideraron independientemente por lo que el total en controles aumentd a 22, Las
coinfecciones se detectaron en los CONTROLES siendo éstas: 11+16 REF. 11+16 AAAAY 16
REF + 45. Comtando casos y controles el tipo mas comun resutté el 16 (38.7%), siguiéndoie el
18 (10.8%). También fueron frecuentes el 58 {5.7%), el 45 (7.5%) y el 59 {5 4 %). Todos los
demas representaron un 28 % de los casos.
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Sélo contando las lesiones (LEIBG y LEIAG) el HPV-18 (incluyendo la var AA) se
presentd en un 32% que es diferente del 49.9% reportado para CaClU (Bosch et al.,
1995). En el caso del HPV-18 en este tipo de lesiones se presentd en un 9.6 %
(incluyendo 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) sblo se presento
en un 8.4 % y el 18 (incluyendo 18 A en un 1.1%.

E! lnico caso donde observamos una disminucidén de infeccidn asociada a la

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

Podemos observar unia menor proporcion de los tipos oncogénicos como el 16y el 18
en los controles con respecto a las lesiones. Para el grupo OTROS, 1os tipos incluidos

en esta categoria se distribuyen mas uniformemente 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. Distribucién de los tipos 16, 18 y sus variantes detectadas en los grupos
de estudio.
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Estadisticamente no se encontré diferencia significativa entre €l HPV 16 protolipo y el
HPV 16 AA dentro de las lesiones de alto y bajo grado (p=0.44, prueba exacta de
Fischer) De hecho se encontraron mas casos de este tipe de papilomavirus y de la
variante en las lesiones de bajo grado que en las de alto. Para el HPV 18 prototipo v el
HPV 18 Af no se encuentra diferencia estadisticamente significativa para LEIBG y
LEIAG {p=1.0, Fischer) : Sin embargo la variante no se encontré en los controles

(Tabla VIH, figuras 17 y 18) y la clona de referencia fue mas abundante en las lesiones

de alto grado.

En 1a region de L1 amplificada por GPS/GP6+ para HPVY-16 (posiciones 8626-6726)
hay dos cambios: una A cambia por C en la posicion 6695 lo que da como resultado

que una sering reemplace a una freenina (2a 379) , y un cambio silencioso de una A

por G en el 6721

Con respecto al HPV-18 amplificado con los mismos primers (posiciones 6600-6740)
ocurren tres cambios de 1a 18 Af con respecto a la referencia, dos de ellos silenciosos;
T por C 6626 y A por G6719; y uno de ellos , G por C 6625, hace que una arginina

reemplace a una prolina (aa 399).
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CONTROLES
Coam.
818
045
nss
W59
HOTROS

|59
BOTROS

LEIAG

a16

a8

045

nss

u59
B OTROS

Flgura 186. Distribucida de los tipos de HPV dentro de cada grupo de estudlo, Los tipes 16 y 18
incluyen los casos encontrados de variantes. Dentro de Ia categotia OTROS se incluyeron los tipos
menos frecuentes (31, 33, 35, 39, 52, 53, 586, 86, 67 y 70).
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B CONTROLES
VPH 16 WLEIBG
70 e —(OLEIAG
60
550
240
[~3
2 30 -
[+ ] 20 i
10 -
0 - : .
16 REF 16 VAR AA
TIPO DE VPH

Figura 17. Propotudndecasnsderﬂpow y 16 AA en los fres grupos de estudio. Se incluyen los cas0s
enconirados como co-infeccion.

VPH 18

60 — - - - --—{g) CONTROLES
S e - :lmLEIBG
loLBIAG

18 REF 18 VAR 2
TIPO DE VPH

Figura 8. Proporcion de casos sncontracos del tho 18 y 18 Af daniro de los tres (rupos de estudio.
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EDAD TIPQ DE HPV TOTAL
16 16 AA| 18 el 45 58 59 |[OTROS
<=30 3 3 1 4 11
31-40 5 2 1 2 2 7 1
4150 4 5 3 2 4 1 4 24
>=51 ] 1 2 1 3 11
TOTAL 17 1 2 5 4 6 2 18 65

Tabla 1X. Distribucion por grupos de edad de los tipos de HPV en lesiones. S6lo se

incluyen los casos parza los que se conocia la edad {Intervalo 20-75 afos, media 41.9
+{- 12.3 afios).

En cuanto a la distribucion por grupos de edad no se observa ningunatendencia clara,
coma se puede apreciar en 1a tabla VIII. Al parecer los casos de lesion se tienden a
distribuirse en os grupos de 31 a 50 afios. Sin embargo en el caso det tipo 18 séio se

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

rusmo tipo 10s ¢asos solo se encontraron en tos grupos restantes.

Por ultimo, cabe mencionar que las dobles infecciones se observaban en el SSCP
como un patron de bandas mezclado. Por tal razén es dificil determinar si se trata de
un tipo diferente de HPV o una infeccibn de dos tipos, por lo que se procedid a
secuenciar las muesfras. Mediante secuencia sélo detectamos uno de los tipos que se
amplificé preferentemente. Sin embargo, pudimos confirmar la presencia del otro tipo

amplificando una regién de E7 especifica para el tipo 16.

Las pruebas estadisticas se realizaron en los paquetes Epilnfo Version 6.0 de ia OMS

y SPSS (Statistical Package of Social Sciences) Versidn 8.0.
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6. Discusion

El SSCP es una técnica relativamente econdmica y accesible, en ¢uante a que no se
necesita de un equipo especial para realizaria. 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 mas rapido anahsis. Por ejemplo, se
pueden detectar especificamente el tipo 16 y el tipo 18 (con primers especificos para
cada uno) en todo ef conjunto de muestras, y luego correr as positivas para dichos
tipos mediante SSCP para determinar a qué variante pertenecen. Las muestras
restantes se comen aparte con un conjunto adecuado de controles (Muestras de tipos

conocidos). De esta manera es més facil analizar ef patrén 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 biolégicas distintas lo que repercute en un mejor
© peor prondstico para las pacientes. Previamente se habian realizado estudios en
tumores en donde pudo asiciarse ia presencia de cierto HPV con el tipo histoldgico de
CaCU. S embargo en lesiones precancerosas los estudios a nivel internacional son

minimos, y en México no hay ninguno. Por tanto, creemos de interés contar con una

referencia en nuestro pais.

Sin embargo, & presente estudio fue realizade en una muestra muy pequefia, cuyo

tamafio fue elegido por conveniencia, Para poder resultados significativos seria
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necesario calcular un tamafio de muestra en base a |a prevalencia de casos por tipo

de virus.

Ademds, es necesario tomar en cuenta el siguiente aspecto. Las mujeres del grupo
control sélo manifiestan infeccion por el virus, lo cual no indica que vayan a desarrollar
una lesién. Se sabe que la gran mayoria de las infecciones no persiste sino que
puede ser controlada y efiminada por el sistema inmune. Con lo que respecta a las

lesiones sdlo un pequeio parcentaje progresa hacia el cancer, la mayoria de eilas

reviarte.

Estando conscientes de lo anterior a continuacion se discuten los aspectos mas

relevantes encontrados en el estudio.

Pudimos observar en este estudio diferencias para los tipos mas oncogeénicos entre los
porcentajes obtenidos en tumores y los reportados. Para CaCU se tenia reportado
que la proporcién de HPV-16 era de un 49.9 % (Bosch et al.,, 1995) mientras que
nosctros encontrames 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 tesiones de bajo grado y un 53% en lesiones de alto grado (Zehbe et al., 1996).



Discusidn 61

En los controles hubo un 6.5% deltipo 16y un 1% para el 18, valores semejantes a los

obtenidos en Paraguay donde se reportan 5.5 % y 0% respectivamente (Roldn et ai.,

2000).

Como ya se habia mencionado el HPV-18 es mas 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 pobiacion mexicana y
que pertenece a la rama AA (Asidtico—Americana) =aisiada principalmente en
poblaciones con un componenete amerndio importante ha demostrado un
comportamiento mas agresivo que el prototipo. Se han obtenido las siguientes
evidencias al respecto: 1) presencia de {a variante AA en mujeres con CaCU menores
de 40 aios mientras que |a clona de referencia se halla en las pacientes mayores de
40 afos (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 fa poblacién mexicana (Xi et al., 1997) .

Dado lo anterior, en nuestro estudio esperdbamos encontrar una mayer propercion de
la var AA en los grupos de menor edad, asi como una mayor frecuencia en las
lesiones de alto grado (LEIAG). Sin embargo esto no resultd cierto y no hay diferencia
estadisticamente 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

mas jovenes (Tabia IX).

Mediante &t uso de los primers GP5+/GP6+ con |a técnica de SSCP no nos es posible

detectar las diferencias entre las variantes del tipo 16 AA-a, AA-b y AA-c (ver figura 7)
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De igual manera ya se habia demostrade gque la variante Af del HPV-18 se
encontraba exclusivamente en carcinomas adenoescamosos, mientras que fa clona
de referencia (As+Al) se asociaba a todos los tipos de carcinoma excepto &l
mencicnado. Esta Gitima clona se encontrd en en tumores de células pequefias el cual
presenta uno de los peores prondsticos. Con lo que respecia a la variante 1BE en el
Unico tipo histolégico de CaCU donde no se encontrd fue en el de células pequefias.

{Lizanoet al., 1994). Lo anterior sugiere diferencias en el comportamiento biclégico de

las variantes del tipo 18.

En nuestro estudio s6lo fue posible detectar 18 Af de la clona de referencia dei HPV-
18, ya que por SSCP con el fragmento utilizado no es posible detectar la vanante

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

virus en cuestion.

Para el HPV-18, como se menciond anteriormente, {a 18 Af pudiera tratarse de un
grupo menos agresivo, por lo que pensabamos encontrada preferentemente en las
lesiones de bajo grado y a la clona de referencia en (as de alto grado, sin embargo
esta diferencia no es tan clara, No es posible dar ninguna conclusién pues se trata de

muy pocas muestras que dieron resuitado positivo para ¢l HPV 18
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E! porcentaje de co-infecciones resultd del 33 % y se presentfaron $i0 en (0s
controles. Este dato se asemeia bastante al reporade por Hildesheim que s de 3.3

% también para los controles (Rolén ef at., 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 cancer cervicouterine y se halla asociado a verrugas genitaies y
lesiones benignas. De cualquier manera no deberia haber sido detectado por el Kit de
Captura Hibrda por lo que pensamos que habia otro HPV de alto riesgo pero en muy

pequefia cantidad por lo que no pudo ser amplificado.

Los cambios de aminodcidos cbservados en las vanantes (379 para AA del 16 y 399
para 18 Af del 18) forman parte de epitopes lineales previamente identificados (Pushko
et ai., 1994), Estos cambios podrian a su vez prodrucir cambios en los epitopes
conformacionales, De tal manera, pudiera ser que estos cambios de aminoacidos
pudieran repercudir en la antigenicidad de los epitopes sobre todo en el caso de la
proteina L1 que es el constituyente principal de la cépside y &l blanco de anticuerpos

neutralizantes (Yamada et al., 1995),

Un importante esfuerzo en el desamollo de vacunas profilacticas es la inmunizacion
con VLPs (Virus-Like Particles) ensambladas con la proteina L1 del HPV. Con ellas se
pretende neutralizar @ virus € impedir que se establezca la infeccidn. Touze y
colaboradores reportaron que cambios en los aminoacidos 83 al 97 de la proteina L1

afectan su nivel de expresion. pero no su capacidad de ensamblarse en VLPs, Estos
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cambios fueron encontrados en distintos aistados provenientes de distintos paises.
También se probd la serorreactividad observandose que 1as clonas investigadas
cruzaban serologicamente. Como conclusidn sugieren que VLPs provenientes de una

sola clona de HPV-16 seria suficiente para el desarrollo de una vacuna (Touze et

al.,1998)

El ditimo trabajo indica que el utlizar una sola variante para la inmunizacion es
suficienie para proteger contra todas las variantes del tipo 16 ya que estas pertenecen

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

De cualquier manera el estudio de las variantés es muy importanie en cuanto af
prondstico de las lesiones y la persistencia de la enfermedad. va que s¢ ha establecido
que la persistencia se da cuando se presenta la misma variante en visitas
consecutivas al Ginecdlogo y no sélo el misme tipo, De igual manera, |a distribucion de
las vanantes del HPV es una importante herramienta en los estudios de evolucidn

molecular de los virus.

Por dltimo, es necesario destacar que si bien la infeccidén por HPV es necesaria para el
desarrollo de lesiones y su posterior progresién 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, habito de fumar, uso de anticonceptivos, namero de

parejas sexuales, etc.; come los que dependen del virus (hpo de HPV, variantes).
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7. Conclusiones

La técnica de 8SCP es muy Gtil para identificar tos diferentes tipos de HPV asi

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

Eltipo 16 fue el mas frecuente con un 32.2% en las lesiones, que contrasta con un
49.9% reportado para CaCuU. Le sigue el fipo 18 con 9 6 % en lesiones, comparado

coh un 13.7% en tumores.

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

los controles, lo cual era esperado pues son [0s tipos mas oncogeénicos.

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

grupos, distribuyéndose de manera bastante uniforme.

Ng se encontré diferencia entre la clona de referencia det HPV-16 vy la variante AA
dentro de las lesiones de alto y bajo grado. Tamgpoco fue evidente la diferencia

para el tipo 18 de referencia y la 18 Af
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