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Resumen

El cancer cérvico uterino (CaCU)representaaln la
primera causa de mortalidad por reoplasias entre las
mujeres mexicanas. La participacion de los virus del
papilomahumano(HPV)es determinante end desarrollo
del CaCU y en la actualidad sabemos que en mas del
90% de todos los tumores se encuentran secuencias
virales activas, principal mentedelostipos!6, 18, 31, 33
y45. Estudios recientesen distintas partesdel mundo
hanmostrado la existenciade variantesmolecularesde
lostipos 16 y 18 (HPV-16 y HPV-18). La existencia de
estas variantes moleculares ha permitido establecer
patronesdedisper sidndeestosvirus durante uevolucion,
queseconsideratan antiguacomoladel hombremismo.
De esta manera, se han identificado cinco diferentes
ramas filogenéticas para e HPV-16 y se ha podido
establecer que la diversidad viral se asocia con la
emicidad de las poblaciones. Enestetrabaj ose buscaron
secuencias virales enmuestras de tumores de| apoblacion
mexicana y se observéla presenciade variantesde los
tipos 16, 18 y 45. Con relacional HPV-16 s encontr6
una varianteen masde la mitad de lostumorescon este
tipo viral que pareceria tener un comportamiento mas
agresivo que € prototipo. En € caso del HPV-18 s
encontraronen cercadela cuartapartedelasmuestras
positivaspara estetipoviral, dosvariantesmoleculares
gque en apariencia presentan un comportamiento
biolégico diferente. Por Ultimo, todas las muestras
positivasparae HPV-45mostraronla presenciade una
variantealn noreportada. Algunasde estasvariantesse
encontraron asociadas con determinadas variedades
histolégicas delostumores; |o cual sugierequealgunas
de estas variantes presentan un comportamiento
especifico queinfluye en € desarrollo, o la agresividad
de determinadostipos histolégicosdel CaCU.
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Summary

Carcinomas of the uterine cervix still constitutes the
first causeof death from cancer among Mexicanwomen.
Certain types of human papillomaviruses (HPV) have
been implicated in cervical cancer development; active
viral sequencesare usually found in more than 90% of
cervical tumors, their genome contains two oncogenes
that immortalize human cells in culture. Recentwor | dwide
studies have shown the existance of molecular variants
of known HPV types, mainly 16 and 18, thuspermitting
theestablishment of viral spreadduringevolution, which
seems as ancient as humankind. Phylogenetic studies
have identified five major branches for HPV-16 and
indicated that viral diversity seems associated with
ethnical characteristicsof the populations. In thiswork
we searched for the presence of viral sequencesamong
cervical tumors from the Mexican population. The
existance of variants of HPV types 16, 18, and 45 was
observed. One variant was found in more than half of
HPV-16 positive tumors, and seemsto exhibit a more
aggressive behavior,. In HPV-18 positive tumors, in
addition to the prototype, two variantswere detected in
nearafourthof the samples. Finally, all HPV-45 positive
tumors showed a new variant not yet reported in the
literature. Some of these variantswer e found associated
with specific histological types of cervical cancer,
suggesting the participation of these variants in its
genesis Or aggresivity.
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Introduccion

En México, la principal causa de muerte por
cancer en mujeres la constituyeaun el cancer del
cuello uterino (CaCU), que representa el 30% de
todaslasneoplasias malignas entre las mujeres de
35 a49 afos. Apesar de las campafias de preven-
cion que hasta hoy en dia se han implementado,
este tipo de cancer sigue ocupandoel primer lugar
en frecuencia con respecto a todos los tipos de
neoplasias, por lo que representa un serio proble-
ma de Salud Publicaparanuestro pais. Se piensa
quelaincidenciade estetipode cancer deberiaser
mucho menor si las campafias para disminuirlo
fuesen eficaces, pues si las mujeres se realizaran
al menos un estudio citolégico (Papanicolaou) al
afio, y si su andlisis, interpretaciony entrega fuese
eficiente, un buen porcentaje de las lesiones
premalignas podrianser detectadas en sus etapas
tempranas y asi curadas antes de convertirse en
cancer. Para ello, ademas de las campafias masi-
vas deberé de contarse con un nimero adecuado
de clinicas de displasias, cuyo facil acceso a la
mayoria de la poblacion permita que las mujeres
con lesiones premalignas sea atendidaa tiempo y
de manera eficiente.

Elcancercérvico uterino (CaCU) se presentaen
la zona escamo columnar que resulta de la unién
de dos epitelios: el vaginal y el endocetvical y que
se conoce como zona de transformacion (T). Se-
gunlaestirpecelular de la cual seorigine, el cancer
de cérvix puede serdetipo epidermoide o escamo-
s0, adenocarcinoma, mixto o adenoescamoso, asi
como de otras variedades histolégicas menos fre-
cuentes, como el de células pequefias (Hopkins,
1991). El comportamientobiolégicode estos tipos
histol6gicos varia, siendo en generallosadenocar-
cinomas y los carcinomas adenoescamosos mas
agresivos que los epidermoides (13erek 1985). La
zona de transformacion esté sujeta a estimulos y
cambios hormonalesconstantes durante los ciclos
menstruales, los embarazos y partos, asi como a
cambios en la acidez vaginal y a infecciones por
diversos agentes entrelos que destacan de mane-
ra preponderante los virus del papiloma humano
(HPV). Si bien son muchas las causas que se
asocian al desarrollo del cancer cérvico uterino,
cada vez son mas fuertes las evidencias que
indican que losHPV constituyen el factoretiol6gico
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mas importante en su desarrollo (Lorincz, 1987;
Howley, 1991). Se reconoce una clara asociacion
de estos virus no s6lo con tumores invasores del
cérvix, sino también con lesiones tempranas.
Algunosaspectosenel estudiode estosvirusse
vieron limitados durante mucho tiempo, pues para
su propagaciénse requiere de un epitelio enproce-
so de diferenciacion, lo cual se ha logrado sélo
hasta hace poco. Dado que las proteinas de la
capsidedelosHPV sonantigénicamentesimilares,
estos virus no se han clasificadomediante pruebas
serolégicas (serotipos) como ocurre con otros vi-
rus, sino mediante criterios de similitud de sus
genomas (genotipos). Es decir, cuando el genoma
de un nuevo HPV difiere en mas del 10% con
respectoa los demas, se establece que se tratade
un tipo diferente; cuando la diferencia es del 2 al
10%, que se trata de un subtipo; y cuando la
diferencia es menor al 2%, que se trata de una
variante. Son méas de 70 los tipos distintos de
papilomavirus humanos que hasta ahora han sido
reportados, y si bien presentan estructuras simila-
res, muestran una fuerte especificidad por los
epitelios que infectan y el tipo de lesiones que
producen. Basados en su asociacién con tumores
invasores (de vulva, vaginao cérvix uterino), lesio-
nes precursoras de alto grado, o proliferaciones
epiteliales benignas, los HPV se han clasificado en
dos categoriasde riesgo oncogénico; bajo y alto
grado (Schiffman, 1993; Stoler, 1992). Lostipos de
HPV de alto grado, que incluyen los tipos 16 y 18,
producen dos oncoproteinas denominadas E6 y
E7, que interaccionan fuertemente con proteinas
celulares que regulan el ciclo celular y latranscrip-
cion de genescelularesy virales, comolo son: p53,
Rb y AP-1 (Wernes et al, Dyson et al., 1989;
Antinore et al, 1996). La interaccion de las
oncoproteinasvirales con susblancos celularesda
por resultado una pérdidade la regulacién normal
en la progresiondel ciclo celulary la expresién de
un conjunto de genes; sucesos aparentemente
criticos en el desarrollo del cancer cervical. Sibien
conocemos detalles moleculares de la interaccion
de productos celularesy virales, la historianatural
de las infecciones por papilomavirus es menos
clara, pues a pesar de la presencia de virus de alto
riesgo oncogénico, algunas lesiones revierten o
permanecen inalterables durante toda la vida. Se
ha propuesto entonces que el HPV es una condi-
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cién necesariapero no suficiente parael desarrollo
de un céncer invasor y que se requieren otros
sucesoscelularesque cooperenparasudesarrollo.

Mediante el uso de métodos de deteccion de
secuencias de DNA cada vez més sensibles, que
incluyenlaP CR, losreportesinternacionalesmues-
tran que en méas del 9 0% de todos los tumores del
cuello uterino existen secuencias de algunos HPV
y que no todos los tipos virales aparecen con la
misma frecuencia en estas lesiones. A pesar de
que la incidencia de los distintos tipos varia de
acuerdo a la region geogréfica, se ha observado
que el HPV-16 es el mas frecuente, seguido por el
HPV-18 (Bosch et al., 1995).

El andlisis de secuencias de DNA, principal-
mentedel gen L1 ylaregiénde control, de aislados
virales de papilomavirus obtenidos de muchos
paises y grupos étnicos, ha permitido detectar
variantes de los HPV-16 y 18 (Chan et al., 1992;
Ongetal., 1993). Estasvariantesse hanagrupado
de acuerdo a los cambios que presentan con
respectoa lostipos virales de referencia. Mediante
estos estudios se han establecido arboles filoge-
néticosque muestranlaevoluci6nmoleculardelos
tipos virales mencionados (Chang et al., 1992a).
Las variaciones que ocurren también han permiti-
do establecer que los HPV son tan antiguos como
elhombremismo,y queestosvirusse handistribui-
do y diseminado de acuerdo a los movimientos de
las poblaciones humanas que los portan. De esta
manera se hanidentificado cinco diferentes ramas
filogenéticas para el HPV-16, denominadas: Euro-
pea, Asiatica, Asiatica-Americana, Africana-1 y
Africana-2, seglin las zonas donde los aislados se
handetectadopreponderantemente.Sinembargo,
los reportes muestran que la diversidad viral, mas
que asociarse con la ubicacién geografica, se
asocia con la etnicidad de las poblaciones. Esto
coincide, en parte, con lo que ahora se ha encon-
tradoenel estudiodetumoresinvasoresdelcérvix,
obtenidos de pacientes mexicanas.

Material y métodos
Origen de las muestras
En este trabajo se analizaron 80 muestras de

tumores invasores del cuello uterino obtenidas de
biopsias frescas de tumores o fijadas en parafina.
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Las muestras de pacientes que no habianrecibido
previamente ningln tratamiento fueron obtenidas
del Servicio de Ginecologia o de los Archivos del
Servicio de Patologia, ambosdelInstitutoNacional
de Cancerologia. Las muestras utilizadas corres-
pondian a: 13 adenocarcinomas, 13 carcinomas
adenoescamosos,27 carcinomas escamosos y 27
carcinomas indiferenciados de células pequefias.

Extraccion de DNA y amplificacion de
fragmentos virales de DNA mediante ensayos de
PCR

La extraccion del DNA de las muestras frescas
se realiz6de acuerdo a lo descrito por Miller y col.
(1988). EI DNA de las muestras de cortes embebi-
dos en parafinase realiz6 de acuerdo a lo descrito
por Resnick y col. (1990), utilizando n-octano.

La deteccion de secuencias virales se realizé
mediante la amplificacién por PCR de fragmentos
de la regién L1, utilizando los juegos de oligonu-
cleétidos universales GP5/GP6 (van der Brule,
1990). Los fragmentos de PCR utilizados para la
secuenciacion directa fueron obtenidos utilizando
el juego de oligonucleétidos universales MY09/
MY11 (Manosy col., 1989).

Secuenciacion directa de los productos de PCR

Los fragmentos de DNA de productos virales
obtenidos por PCR fueron sometidos a lareaccion
ciclica de secuenciacion utilizando el sistema
AmpliTag DNA Cycle Sequencing (Perkin Elemer)
de acuerdo a lo descrito por el fabricante. Los
fragmentos de DNA de la regién control se obtuvie-
ron utilizando los oligonucledétidos reportados por
Ho y col. (1991), en el caso del HPV-16, y los
reportadospor Ongy cols. (1993), en el casode los
HPV-18y 45 (estoultimo debido a la gran similitud
entre ambos en esta region).

Anélisis y comparacion de variaciones enlas
secuencias del DNA viral

Parael andlisis de variacionesen la secuencia del
HPV-16 se utilizlainformaciéncontenidaen el com-
pendioHuman Papillomaviruses! 994 Database (Myers
ycols., 1994). Enelcaso delos HPV-18y 45, se utilizd
lainformacionrepotada por Ongy cols. (1993).




Resultados

En este trabajo se analizaron muestras de tu-
mores del cuello uterino de pacientes mexicanas,
pertenecientesacuatrogruposhistolégicos(epider-
moide, adenocarcinoma,adenoescamosoy de cé-
lulas pequefias), para detectar la presencia de
secuencias de HPV. En promedio, el 75% de las
muestras fue positivaparaalgin tipo de HPV, con
valores que variarondel 63 al 85%, de acuerdo al
tipo histolégico (tumores escamosos y de células
pequefias, respectivamente). Los fragmentos de
DNA, obtenidos del gen L1 y la regién de control,
mostraronvariacionesenlasecuencianucleotidica
que reflejanla presencia, en la poblacién mexica-
na, de variantesmolecularesde losHPVtipo 16, 18
y 45. El andlisis de la secuencia nucleotidica de
estos fragmentos nos permiti6 identificar los cam-
bios que presentan estas variantes, los cuales se
muestran en los Cuadros }y Il. Si bien enlaregién
L1 se observaronvarios cambios en las variantes,
solo algunos de ellos provocan el cambio del
aminoacido correspondiente (ver Cuadro I}. Algu-
nos de estos cambios podrian repercutir en la
inmunogenicidad de las particulas virales, dado
que al proteina L1 constituye el principal compo-
nenete de la cépside. En la region de control
también se observo un nimero considerable de
cambios en la secuencianucleotidicaencadauna
de las variantes (Cuadro I1). Dado que es en esta
region donde se localizanlos elementos que con-
trolan la transcripcion de los oncogenes E6 y E7,
los cambios también podrianrepercutiren la regu-
lacion de laexpresionde los oncogenesvirales.De
hecho, observamosen lavariante del HPV-16 que
dos de las posiciones involucradas (nucleétidos
7484y 7520) se sobrelapancon el sitio de unién del
represor transcripoional YY| (Bauknecht y cols,
1992). De hecho, se ha mostrado que mutaciones
en estos sitios permiten que el controlen la expre-
siénde los oncogenesescape ala represion por el
factor celular YY1, en tumores humanos con HPV-
16 (May y cols., 1994).

Resulta ademas interesante el hecho que la
variante del HPV-16, que se encontré en cercade
la cuartaparte de todos los tumores, corresponda
con una variante previamente ubicada en la rama
Asiatica-Americana, y que en Brasil sélo se en-
cuentra en individuos de origen amerindio. Esto

s
Cuadro 1. Cambios de nucleétidos y aminoacidos
encontrados en un fragmento del gen L1 de las
variantesde los HPV 16, 18 y 45
HPV-16 var

nt aa
6694 A<C 353 thr < pro
6720 G<A
6802 A<T 389 thr < sar
6853 C<T
6864 C<T
6969 C<T

HPV-18var 1
nt aa
6625 C<G 399 pro<arg
6626 C<T
6719 G<A
6749 G<A
6842 C<G
6917 C<A

HPV-18 var 2
nt aa
6625 C<G 399 pro<arg
6842 C<g
C<G.399C<G

HPV-45 var
nt aa
6676 A<G 383 ser<gly
6687 C<T
6705 G<C 392 gln < his
Prototipo < Variante
b >

sugiere que la variante del HPV-16 identificada
pudieraser mas prevalente en individuos mexica-
nosdeesteorigen. Porotrolado, enesteestudiose
encontraron dos variantes del HPV-18, unaperte-
neciente a la rama Europea y la otra a la rama
Africana. Quizas estas variantesllegaron a México
durante la colonizacion, asi como durante el inter-
cambiodeesclavosafricanosque ocurrié principal-
mente enlas costas del Golfo de México, a diferen-
cia de la variante del HPV-16 que podria estar
asociada con las poblaciones que llegaron por el
estrecho de Bering.

Gac Méd Méx Vol.133 Suplementol




" R
Cuadro M. Diferencias encontradas en un fragmento
de laregion de control de variantesde los HPV
tipo 16, 18y 45
HPV-[Cvar HPV-18varl HPV-18var2 HPV-45var

nt nt nt nt
7484 A<C 7512 G<T 7529 C<A 7527 C<T
7488G <A 7530 T<C 7567 A<C 7563 C<A
7520G <A 7563 G<A 7592 T<C 7629 T=<C
7668C<T 7567 A<C 7670 A<T 7734 G<A
7688 C<A 7592 T=C
7728 A<C 7643 T<G
7742T<G 7651 T<C
7763C<T 7658 A<C
7785C<T 7670 A<T
7704 T<C
7726 C<T
7730 C<A
Prototipo < Variante
L S

Ahorabien, es de notar el hechodequealgunas
de estas variantes se encontraronasociadas
especificamente con ciertos tipos histolégicos de
lostumores (Lizanoet al., 1996). Loanterior podria
indicar que estas variante tengan comportamien-
tos biolégicos diferentes, que propicienel desarro-
llo de tumores de cierto origen histol6gico. En
particular, el hecho de que unade las variantes del
HPV-18 (varl) s6lo se present6 en los tumores de
origenepidermoide, en clarocontraste con el HPV-
18 prototipo, que no se encontrd en ningdn tumor
de este origen, refuerza laidea anterior. Asimismo,
el hecho que la variante del HPV-4 5 se present6
soloenlostumoresdetipo adenoescamoso,apoya
el concepto de que estas variantes exhiben com-
portamientos biol6gicos diferentes. Esto podria
estar reflejando el papel particular que algunas de
estas variantes pudieran tener en el desarrollo de
tumores de origen histologico especifico.

Conclusiones

Si bien son varios los factores que intervienen
en el desarrollodel cancer cervical, elcomponente
mas importante y ubicuo lo representan las infec-
ciones por HPV. En México, como en América
Latina, la incidencia del cancer cérvico-uterino re-
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sulta atn alarmante. Si bien existen diferencias
importantes en las condiciones de Salud Publica
de nuestro pais con respecto alos paises desarro-
llados, este estudio podriaindicar la existencia de
factores intrinsecosen diferentes aislados virales
que predispongana individuos de ciertas poblacio-
nes a un mayor riesgo para desarrollar este tipo de
cancer. Es por elloque resulta necesario el estudio
epidemiolégico de las variantes moleculares de
HPV que participanen el desarrollo de lostumores
de la poblacién mexicana. El conocimiento de la
asociaciéndevariantesviralescortipos histolégicos
definidos de los tumores aporta datos sumamente
valiosos en el estudio de la enfermedad y en la
busqueda de un tratamiento més eficiente de ella.
Algunas de las variantes virales podria estar
involucradaenlagénesiso agresividaddedistintos
tipos histolégicos del CaCU. Para abordar este
punto, resultara crucial efectuar estudios in vitro
relacionados con la eficiencia de replicacion o
transcripcion viral de los promotores de las varian-
tes de HPV, asi como de sus genes involucrados
en estos procesos.

La region larga de control transcripoional viral
(LCR) es la zona menos conservada entre los
distintos tipos virales. Es por ello que se puede
determinar de manera eficiente la existencia de
variantes virales mediante el anlisis de cambios
nucleotidicos que ocurren en esta region entre
aislados de un mismo tipo viral. Sin embargo,
nosotroshemos observadoquelasvariantesvirales
también presentan cambios importantes en zonas
mas conservadas, como es la regién que codifica
paralaproteinaLi de la capside viral, o el gen E2
(Berumen y cols, en preparacion). Este hecho
resulta determinante para el disefio de posibles
vacunas contra el HPV, dado que ahora es claro
que no solo se debe considerar la existencia de
tipos virales con diferente grado de riesgo onco-
génico, sino de variantes de un mismo tipo con
posibles diferencias en comportamientobiolégico.

Creemos que seria de enorme importancia el
estudio de la prevalencia de estas variantes en la
poblacién mexicana para tratar asi de establecer
unaposiblerelacion entre su presenciay el riesgo
a desarrollar CaCU. Si en verdad las variantes
virales presentan comportamientos biol6gicos di-
ferentes, el estudio de su prevalencia podriacons-
tituir la base para la identificacion de grupos de
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individuos, o comunidadesenteras, con alto riesgo
parael desarrollo de los tumores que tanto afectan
aun a las mujeres mexicanas.
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