UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

UNIDAD ACADEMICA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
UNIDAD ACADEMICA FACULTAD DE MEDICINA

“VARIANTES DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 16 Y
33 EN MUJERES MEXICANAS CON CITOLOGIA NORMAL,
LESIONES PRECANCEROSAS Y CANCER CERVICOUTERINO”

T E S |1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E S E N T A:

NOELIO ZAMUDIO LOPEZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. BERENICE ILLADES AGUIAR

CHILPANCINGO, GRO., ENERO DE 2006.



Variantes del virus del papiloma humano tipo 16 y 33 en mujeres
mexicanas con citologia normal, lesiones precancerosas y cancer
cervicouterino



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Biomedicina
Molecular de la Unidad Académica Facultad de Ciencias Quimico
Biologicas de la Universidad Autonoma de Guerrero.

Trabajo financiado por el Fondo Mixto CONACYT-Gobierno del Estado
de Guerrero, clave: GUE.2002.C01-6423



AGRADECIMIENTOS

Las palabras escritas son el minimo para expresar de manera especial mi
agradecimiento a mi directora de tesis, Dra. Berenice Illades Aguiar por la ayuda y
tiempo brindado para el desarrollo de este trabajo, pero mas aun por la sabiduria con
la que me ha guiado y su paciencia para soportar mi bolubilidad y decidia.

Para usted, mi estimacion, mi admiracion y respeto...Gracias.

Agradezco también a mis asesores, Dr. Saul Lopez Silva, Dra. Adakatia Armenta
Solis, Dr. Alejandro Millan Vega, M en C. Gloria Fernandez Tilapa y a mi asesor
externo Dr. Alejandro Garcia Carranca, por el tiempo dedicado, las aportaciones y
sugerencias durante el desarrollo del presente trabajo.



A mi amigo por excelencia:
Jesiis de Nazareth...
Gracias

Creo en ti

...y a mi espalda orabas. ..

A mi esposa

...la union es una cadena irrompible entre nosotros

A mis padres y hermanos.



Abreviaturas .........

Indice de tablas ......

indice de figuras ....

Resumen ...............

Abstract ................

CONTENIDO

L INTRODUCCION ..o,
II. MATERIAL Y METODOS ... oo

III. RESULTADOS

IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES ......ccc.ovviiiiiiiiiieaeaaaaee e,

V. REFERENCIAS

ii
ii
iii

iv

15
22



AA
AC
Af-1
Af-2
As
CaCu
CAE
CCE
CN
CDK1
DNA
E6AP

HLA
FIGO
LEI
LEIAG
LEIBG
MAPK
NA-1
NIC
ORF
PCR
RFLPs
RLC
VPH

ABREVIATURAS

Variante Asiatica-Americana del VPH 16
Adenocarcinoma

Variante Africana-1 del VPH 16

Variante Africana-2 del VPH 16

Variante Asiatica del VPH 16

Céancer cérvico uterino

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma celular escamoso

Citologia cervical normal

Ciclinas dependientes de cinasas 1

Acido desoxirribonucleico

Proteina asociada a E6

Variante Europea-prototipo del VPH 16
Antigeno leucocitario humano

Federacion internacional de ginecologia y obstetricia
Lesion escamosa intraepitelial

Lesion escamosa intraepitelial de alto grado
Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado
Proteina cinasa mitogeno-activada

Variante Norte Americana-1 del VPH 16
Neoplasia intraepitelial cervical

Marco de lectura abierto

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion
Region larga de control

Virus del papiloma humano



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla S.
Tabla 6.

Tabla 7.

Figura 1.

Figura 2.

INDICE DE TABLAS

Genotipos del VPH y grupos de estudio.

Localizacion, secuencia y producto esperado de los oligonucleotidos
iniciadores usados en la PCR y en la reaccion de secuenciacion para la
region E6.

Promedio y rango de edad estratificado por el grado de lesion y tipo de
VPH.

Variacion nucleotidica de las clases y subclases de la region E6 del
VPH 16.

Frecuencia de las variantes del VPH 16 en cada uno de los diferentes
tipos de lesion.

Frecuencia de las variantes del VPH 16 en céancer cervical invasor de
diferente origen histologico.

Variacion nucleotidica de la region E6 y frecuencia de variantes de
VPH 33.

INDICE DE FIGURAS

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region

E6 del VPH 16y 33.
Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de la region E2
del VPH 16.

Padgina

10

11

14

Pagina

9

13



RESUMEN

Objetivo: Determinar la frecuencia de las variantes en E6 del VPH 16 y 33 en mujeres
mexicanas con citologia cervical normal (CN), lesiéon escamosa intraepitelial de bajo y alto
grado (LEIBG y LEIAG) y cancer cervicouterino (CaCu). Métodos: Se analizaron 92
muestras de DNA cervical; 79 positivas al VPH 16; 46 de CaCu, 10 de LEIAG, 18 de LEIBG
y 5 de CN; 13 muestras positivas al VPH 33; una de CaCu y 4 de LEIAG, LEIBG y CN.
Mediante amplificacion y secuenciacion de E6 se determinaron las variantes de cada tipo viral.
Resultados: La variante E-350G del VPH 16 fue la mas frecuente, identificandose en 15 casos
de CaCu, 4 de LEIAG y 3 de CN, mientras que la AA-a se encontr6 en 13 casos de CaCu, 1 de
LEIAG, 6 de LEIBG y 2 de CN. Las variantes E-350G y AA-a se encontraron en 14 y 7 casos
de carcinoma celular escamoso (CCE) respectivamente, pero la AA-a fue la mas frecuente en
adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso. En los casos positivos al VPH 33 se
identificaron las variantes P36T/I73L/V83L/K93N/A138V, K35N/N86H y K35N, siendo la
primera la mas frecuente, detectdndose en todos los casos de LEIBG y CN. EI VPH 33
prototipo se present6 en un caso de LEIAG y de CaCu. Conclusiones: La variante E-350G
del VPH 16 fue mas frecuente en CCE, LEIAG y CN, y la variante AA-a en LEIBG, en
adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso. Las variantes del VPH 33 fueron mas

frecuentes que la cepa prototipo.



ABSTRACT

Objective: Determination of the frequency of the E6 variants of HPV 16 and 33 in Mexican
women with normal cervical cytology (NC), low and high grade squamous intraepithelial
lesion (LSIL and HSIL) and cervical cancer. Methods: Ninety two cervical DNA samples
were analyzed; 79 positive for HPV 16: 46 of cervical cancer, 10 of HSIL, 18 of LSIL and 5
of NC; 13 samples positive to HPV 33: 1 of cervical cancer, 4 of HSIL, LSIL and NC. Using
amplification and sequencing of the E6, variants of each viral type were determined. Results:
The E-350G HPV 16 variant was the most frequent, being identified in 15 cases of cervical
cancer, 4 of HSIL and 3 of NC. The AA-a variant was found in 13 cases of cervical cancer, 1
of HSIL, 6 of LSIL and 2 of NC. The AA-a and E-350G variants were found in 14 cases and 7
cases of cellular squamous carcinoma (CSC) respectively, but the AA-a was the most frequent
in adenocarcinoma and adenosquamous carcinoma. In the HPV 33 positive cases the
P36T/173L/V83L/K93N/A138V, K35N/N86H and K35N variants were identified, the first one
being the most frequent, ad it was detected in all the cases of LSIL and NC. The HPV 33
prototype was present in one case of HSIL and one of cervical cancer. Conclusions: The E-
350G HPV 16 variant was the most frequent in CSC, HSIL and NC and the AA-a variant in
LSIL, adenocarcinoma and adenosquamous carcinoma. The HPV 33 variants were more

frequent that the prototype strain.






INTRODUCCION

Los virus del papiloma humano (VPH) poseen DNA de doble cadena de
aproximadamente 8000 pb que infectan la piel y las mucosas epiteliales de animales y
humanos.! Su informacion genética esta localizada en una cadena de DNA y consta al menos
de ocho marcos de lectura abiertos (ORFs). El genoma viral est4 dividido en tres partes: una
region no codificante que es la region larga de control (RLC), la region de expresion temprana
(E) que codifica proteinas capaces de interactuar con proteinas celulares regulando
negativamente la division celular (E6, E7, ES) y proteinas involucradas en la regulacion de la
replicacion y transcripcion del genoma viral (E1, E2) o expresadas tardiamente en el ciclo
viral (E4) y finalmente la region tardia (L) que codifica las proteinas de la capside (L1, L2).2

Los papilomavirus son ubicuos y se han detectado en una amplia variedad de animales
asi como en humanos y ain cuando muestran una organizacién gendmica similar, son
altamente especificos de su respectivo hospedero. Son un grupo de mas de 200 tipos virales y
se subdividen en genotipos y subtipos en base a la secuencia de DNA.** Asi, se establece un
nuevo genotipo viral cuando este difiere en mas de un 10% con la secuencia del gen L1 de los
genotipos conocidos,’ los genomas que varian con respecto a la secuencia de DNA de la cepa
de referencia entre el 2 y 10% son considerados subtipos y una variante intratipica es cuando
la divergencia es menor al 2%.*° Los VPH genitales estan clasificados en grupos de bajo y
alto riesgo en base a que si la lesion con la que ellos estan asociados presenta un riesgo
significativo hacia la progresion maligna.” Asi, Mufioz et al clasifica a los papilomavirus
humanos sobre la base de los riesgos de asociacion del tipo especifico de VPH y su
prevalencia en casos y controles, identificando 15 tipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) y tres de probable alto riesgo el 26, 53 y 66. Doce tipos se
categorizaron como de bajo riesgo (6, 11, 40, 42,43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108).*

La prevalencia del cancer cervicouterino (CaCu) entre los diferentes paises difiere en
magnitud. En general, los paises desarrollados tienen incidencias de cancer cervical mas bajas
en comparacion con los paises en vias de desarrollo. Aun es poco entendido si esta disparidad
es el resultado del acceso a mejores sistemas de salud publica en las naciones desarrolladas o
si los diversos factores de riesgo producen estos diferentes resultados. Los factores de riesgo
ambientales para el desarrollo de una lesion precancerosa y el cancer de cérvix que sinergizan

con la infeccion por el VPH, incluyen el habito de fumar, uso de hormonas, posiblemente la



nutricion, y mas notablemente la multiparidad y el nimero de parejas sexuales, condiciones
que difieren marcadamente entre los paises desarrollados y subdesarrollados.”®  Otra
posibilidad es que las diferentes poblaciones estan expuestas a VPH con diferentes
propiedades patogénicas, a infeccion persistente con tipos especificos de VPH genitales de
alto riesgo como principal factor de riesgo etioldgico para el desarrollo de esta enfermedad y
sus lesiones precursoras, lo que se ha logrado corroborar con los datos combinados obtenidos
por Bosh et al en 1995 y Walbomers et al en 1999 con mas de 1000 muestras de cancer
cervical. El DNA del VPH se encontrd en el 99.7% y mas del 50% fue tipificado como VPH
tipo 16.7510.1

El CaCu es considerado a nivel mundial el segundo cancer mas comin en la mujer y el
principal en muchos paises en vias de desarrollo® donde la incidencia de esta enfermedad es de
mas de 40 por cada 100,000 mujeres de 25 afios y mas."?

Meéxico tiene una de las incidencias mas altas de cancer cervical (50 casos por cada
100,000 mujeres de 25 ainos y mas) y 16,000 nuevos casos son detectados cada afio. La alta
incidencia de esta enfermedad puede reflejar un pobre programa de deteccion oportuna de
CaCu y estar asociada con la distribucion de tipos y variantes especificas del papilomavirus en
diferentes regiones geograficas.'?

Las variantes del VPH 16 se dividen en 5 ramas mayores: la Europea (E), Asiatica
(As), Asiatica-Americana (AA), Africana-1 (Af-1), Africana-2 (Af-2) y una rama menor que
es la Norte Americana-1 (NA-1).">"*!* El genoma de referencia del VPH 16 fue aislado de una
paciente Alemana y pertenece a la rama Europea.”” y se puede referir a esta como variante
Europea prototipo o de referencia (EP, E-P, E-P350T).'""* El analisis de la variacion
nucleotidica en la regién E6 ha permitido clasificar ademas a las ramas mayores en clases y
subclases."”

La variacién en la secuencia o mutaciones posteriores a la infeccion pueden modificar
la funcion de las proteinas codificadas como las mutaciones en L1 que afectan el ensamblaje
viral y algunas variantes en E6 que difieren en su capacidad para inmortalizar células y
degradar a p53."

La oncoproteina E6 es una proteina de 151 aminoacidos que tiene dos dominios en
dedos de zinc. Esta proteina tiene afinidad por p53 y la conduce a su degradacion por la via de

la ubiquitina, la cual es mediada por la proteina asociada a E6 (E6AP). La inactivacion de p53



conduce a la desregulacion de la ciclina B, esta ultima forma un complejo con cinasas
dependientes de ciclinas 1 (CDK1) y forman un factor que regula la transicion de G2 a la fase
M promoviendo la mitosis. Este factor promotor de la mitosis es traslocado posteriormente
del citoplasma al interior del nticleo en la fase S."

Muchos estudios han sugerido que las variantes del VPH 16 muestran grados diferentes
de asociacion con neoplasia cervical. Esto podria explicar parcialmente porqué algunas
infecciones por VPH 16 progresan a lesiones de alto grado o cancer invasor."

En mujeres inglesas con anormalidades citoldgicas cervicales menores se ha
identificado una variante del VPH 16 asociada con persistencia viral y progresion a NIC I y
III y presenta una sustitucion de timina por guanina en el nucleotido 350 (T350G) de la region
E6 que resulta en el cambio de aminoacido de leucina por valina en el residuo 83 (L83V).
Esta variante, conocida también como E-350G se asocio mas frecuentemente con carcinoma
invasor que con NIC en una poblaciéon sueca. Sin embargo, no se observo el mismo
comportamiento en mujeres italianas y holandesas, donde se encontr6 en NIC pero no en
CaCu. En mujeres alemanas con diagndstico de NIC y carcinoma invasor se detectd una
distribucion igual de la variante L83V, sugiriendo que la variacion en la secuencia de E6 no es
un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad en esta poblacion.”” Un estudio
realizado en mujeres indias Quechuas de Jujuy Argentina revel6 una marcada predominancia
de variantes europeas, de las que, la variante E-350G (L83V) fue la mas frecuente."

En un estudio de casos y controles realizado en la Ciudad de México, las variantes con
mayor frecuencia fueron de la clase E-350G y la clase AA, esta ultima fuertemente asociada
con la presencia de adenocarcinoma, un cancer bioldogicamente mas agresivo y de peor
pronoéstico que el carcinoma celular escamoso. '?

Mas recientemente, Gonzalez et al'' reportd que en mujeres de Mérida, Yucatan con
lesion de grado alto, una mayor frecuencia de la variante Europea prototipo, seguida por la
clase E-350G, y en mujeres con CaCu la variante mas comun fue de la rama AA seguida por
la variante prototipo, la clase E-350G y Af-2.'"16

La diferencia en la distribucién geografica también se ha notado en otros tipos de
papilomavirus humanos diferentes al VPH 16 que pueden ser agentes causales de lesiones
precancerosas y CaCu, por ejemplo, el VPH 45 es muy frecuente en casos de cancer de cérvix

en Africa,® los VPH 52, 58 y 33 en China y Japén.'” Recientemente, los genotipos virales 58 y



33 también fueron identificados en mujeres mexicanas de Yucatan y sorprendentemente el
VPH 58 fue mas frecuente en CaCu que el VPH 16."" Ademas de los VPH 16 y 18, también
se han identificado variantes de los papilomavirus tipo 45, 52, 58, 33, 31, entre otros.*'""® Las
variantes del VPH 58, 31, 35, 45 y 18 se han reportado en mujeres mexicanas y las variantes
de los tipos 45 y 18 se han asociado con tumores de tipo adenoescamoso.®” '*?

Analizando las variaciones en E6 del VPH 33, Xin et al, reporté que el VPH 33
prototipo puede presentar un mayor riesgo de desarrollar NIC III y cancer cervical que las
variantes, las cuales se encontraron con mas frecuencia en NIC I y II. Ellos encontraron 14
variaciones nucleotidicas, 5 fueron silenciosas y las 9 restantes repercutieron en el cambio de
aminoacido y estan identificadas como: K8N, K35N, N86H, K93N, Q113R, P36T, 136L,
A138V y V83L."”

En el Estado de Guerrero, de acuerdo a datos del INEGI, en el afio 2000 se registro una
tasa de mortalidad por CaCu de 22.45 por cada 100,000 mujeres de 25 afios y mas. Illades et
al, en mujeres mestizas de Acapulco, Chilpancingo e Iguala, Gro. reclutadas entre 1997 y
2000, reporta una prevalencia de lesiones escamosas intraepiteliales del 14%, asi mismo se
determiné por PCR la presencia de infeccion por virus del papiloma humano en 43%. En
casos de lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG), los VPH 16 y 33 se
encontraron en un 27.5% y 22.5% respectivamente, en lesion escamosa intraepitelial de bajo
grado (LEIBG), el VPH 33 fue el mas comin en 17.6% seguido por el VPH 16 con un 5.8%.
En CaCu, el VPH se encontré en 97.7% de las muestras y de estas, el 50.6% fueron positivas
al VPH 16 y el 1.2% al VPH 33.%°

Considerando que el estado de Guerrero presenta gran diversidad étnica con amplia
distribucion geografica, los cuales pueden representar factores determinantes para la
distribucion de las diferentes variantes del VPH, es importante identificar las variantes
circulantes de los VPH 16 y 33 que con mayor frecuencia se encuentran en casos de CaCu,
LEIAG, LEIBG y mujeres con diagnostico de citologia cervical normal, secuenciando la

region E6 con oligonucleodtidos iniciadores especificos para cada tipo viral.



II. MATERIAL Y METODOS

Muestras y grupos de estudio. Se realiz6 un estudio de tipo observacional descriptivo
en el periodo de noviembre de 2002 a agosto de 2004. Se analizaron muestras de DNA
cervical con diagndstico citoldégico normal, (CN), de LEIBG, LEIAG y CaCu colectadas desde
1997, y que forman parte del banco de DNA del Laboratorio de Biomedicina Molecular de la
Unidad Académica Facultad de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad Autonoma de
Guerrero. Las muestras provinieron de mujeres que se reclutaron en el Instituto Estatal de
Cancerologia “Dr. Arturo Beltran Ortega” en Acapulco, Gro., en los centros de salud de
Chilpancingo e Iguala, Gro., asi como en el Servicio de Deteccion Oportuna de Cancer
Cérvico Uterino de la misma Facultad.

Se consideraron mujeres de cualquier edad, sexualmente activas y sin tratamiento para
LEI o CaCu y que no estuvieran histerectomizadas. Se obtuvieron dos biopsias dirigidas por
colposcopia para el caso de las mujeres con LEI de cualquier grado y con CaCu, para realizar
el diagndstico histopatolégico y estudio molecular. Se obtuvieron dos muestras de raspado
cervical de las mujeres que asistieron al estudio de rutina de citologia cervical exfoliativa, una
se utilizé para el diagndstico citoldgico y la otra para el estudio molecular.

El nimero de muestras se seleccion6 por conveniencia, tomando en cuenta solo
aquellas positivas a VPH 16 y 33. Se incluyeron un total de 91 muestras que se dividieron en

cuatro grupos de acuerdo al diagnostico citologico o histopatologico (Tabla 1).

Tabla 1. Genotipos del VPH y grupos de estudio.

Numero de muestras por grupo

Genotipo viral

CaCu LEIAG LEIBG CN*
VPH 16 46 10 18 5
VPH 33 1° 4 4 4
Total 46 14 22 9

* Citologia cervical normal.
® Muestra CC07 correspondiente a una de las 46 de CaCu con infeccion doble (VPH 16 y 33).



Deteccion del DNA del VPH y tipificacion. La extraccion y purificacion del DNA de
las muestras de células exfoliadas y de tejido se realizd por extraccion fenolica, previa
digestion con proteinasa K.?' La deteccion del DNA de VPH se realizo por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando los iniciadores degenerados MY09 y MY11 para la region
altamente conservada del gen L1 de acuerdo a lo descrito por Bauer et al;** amplificando un
fragmento de 450 pb aproximadamente. Los genotipos de VPH fueron identificados en base a
los polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs) utilizando 7
enzimas de restriccion: Bam HI, Dde 1, Hae 111, Inf. 1, Pst 1, Rsa 1 y Sau3 Al (GIBCO BRL).
Este método identifica hasta 44 tipos virales e incluye los genotipos oncogénicos de interés
(VPH 16 y 33).” Los productos de PCR y las restricciones fueron resueltos en gel de agarosa
(Invitrogen) al 1.5 y 2.5% respectivamente, tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/pl) y

visualizados bajo luz UV.

PCR y secuenciacion de la region E6 del VPH 16 y 33. A partir del DNA obtenido de
las muestras cervicales, el gen E6 del VPH 16 y 33 se amplificé por PCR independientes para

cada genotipo utilizando iniciadores tipo-especificos (Tabla 2).

Tabla 2. Localizacion, secuencia y producto esperado de los oligonucleotidos iniciadores
usados en la PCR y la reaccion de secuenciacion para la region E6."

Posicion en Tamaiio del

Tipo viral el gen E6 Secuencia (5" 3") Producto
VPH 16 83-559 GAACCGAAACCGGTTAGTAT 523 pb
CAGTTGTCTCTGGTTGCAAA
VPH 33 109-558 GGCAGTAAGGTACTGCACGACTATG 492 pb

CCTCTCATGGCGTTTTTACACG

La mezcla de PCR y las condiciones de amplificacion se adaptaron de las descritas en
Casas et al.** Brevemente, se utilizaron 2.5 pl de DNA adicionados para una reaccion de un
volumen final de 50 pl conteniendo 1 uM de cada iniciador, 1X del amortiguador de PCR,
MgCl, 4 mM, 200 uM de cada ANTP y 1.25 U de Ampli Tag Gold™ (Applied Biosystems).



El programa de amplificacion se realizo en un termociclador GenAmp PCR System 2400 de
Applied Biosystems, con un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 10 min y 40 ciclos
de: 94°C por 45 seg, 58°C por 45 seg y 72°C por Imin 30 seg, seguidos por un paso final de
extension a 72°C por 7 min. Las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa
al 2% y tefiidas con bromuro de etidio (0.5 pg/ul) para visualizar el fragmento esperado para
cada genotipo viral (Tabla 2). El gel se observd bajo luz ultravioleta utilizando el
fotodocumentador de geles GeneGenius SYNGENE, Synoptic Ltd.

El fragmento esperado para cada VPH se purificd por el método del isopropanol al
75% en tubo (protocolo 2-34 del User’s Manual) para eliminar los componentes sobrantes de
la mezcla de PCR. Los productos fueron secuenciados usando el método fluorescente de
secuenciacion en ciclo (Big Dye Terminator Ready Reaction Kit, Applied Biosytems) usando
los mismos iniciadores especificos. La mezcla de PCR para el marcaje y las condiciones
del ciclo fueron usadas de acuerdo a las recomendaciones del manufacturador a excepcion de
la temperatura de alineamiento (54°C) y el tiempo de extension (5 minutos). Posterior al
marcaje se utilizaron las columnas Centri-Sep™ (Applied Biosytems) con las condiciones
especificadas por el manufacturador para eliminar los dideoxinucleétidos no incorporados. La
secuenciacion se realizd en un secuenciador automatico de DNA ABI Prism 310 Genetic
Analizer (Applied Biosytems). El andlisis de la secuencia se comparé utilizando el BLAST
via internet y el programa ALING del servidor de la red GENESTREAM para comparar la
secuencia de las variantes con la secuencia de referencia. La secuencia y la posicion de las
bases del VPH 16 estan numeradas de acuerdo a la base de datos de secuencias de 1997 (Los
Alamos Nacional Laboratory, NM). La secuencia de referencia del VPH 33 prototipo estan
numeradas de acuerdo a lo descrito por Cole et al y se obtuvo del NCBI-GenBank.”

Los resultados obtenidos de las variantes de los VPH 16 y 33 en los diferentes grupos

de estudio se expresaron en figuras y tablas de frecuencia.



I. RESULTADOS

Con la finalidad de conocer las variantes de los VPH 16 y 33 se analiz6 la region E6 de
cada tipo viral. Se emplearon muestras de CaCu, LEIAG, LEIBG y CN (Tabla 1). El
promedio de edad y el rango minimo y mdximo en cada uno de los grupos estudiados y
ordenados de acuerdo al grado cito-histolégico se muestran en la tabla 3. Se observa que las

mujeres con CaCu son de mayor edad en comparacion con los demés grupos.

Tabla 3. Promedio y rango de edad estratificado por el grado de lesion y tipo de VPH.

Grado de VPH 16 VPH 33
lesion Media  Rango de n Media Rango de
79 afios edad 13 afios edad
CaCu 46 48.5 24-82 1 50 -
LEIAG 10 36.3 22-50 4 49.3 38-70
LEIBG 18 30.3 17-43 4 34.8 27-41
CN 5 44.0 23-62 4 33.8 23-40

La regién E6 del VPH 16 y 33 de las muestras consideradas fueron sometidas a PCR
con iniciadores tipo-especificos (tabla 2), y las electroforesis son mostradas en la figura 1. En
el panel A de la figura 1 se observan muestran positivas del VPH 16, cuyo producto de PCR es
de 523 pb y en el panel B se observan muestras positivas del VPH 33, cuyo producto de PCR

es de 492 pb, los amplicones fueron resueltos en geles de agarosa al 2%.

Variantes del VPH 16

La designacion de las variantes se basa en los criterios propuestos por Yamada et al,'>'¢
las primeras letras y numeros corresponden a la rama mayor: Europea prototipo (EP, E-P o
E-350T), otras variantes Europeas (E), Asiatica (As), Africana 1y 2 (Af-1 y Af-2), Asidtica-
Americana (AA) y Norte-Americana-1 (NA-1); en seguida, se indica la posicion y el
nucledtido de la region E6 sustituto. Asi, por ejemplo, la rama Europea tiene una variante que

presenta una sustitucion de timina por guanina en el nucleotido 350 de la region E6 (T350G)

denominada E-350G. Esta variante es considerada como un clase porque es un cambio muy



frecuente, en cambio, E-C188G denota una variante Europea con una citosina en el nucledtido
188 de E6 mas el cambio del nucledtido 350 indicado por la letra final G. Esta es denominada

como una subclase.

523 pb

492 pb

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la
region E6 del VPH 16 y 33. A) Fragmento de 523 pb de la region E6 del VPH
16. B) Fragmento de 492 pb de la region E6 del VPH 33. Carril 1: marcador de
peso molecular de 123 pb; carril 2-6: muestras positivas a E6; carril 7: control
positivo DNA del VPH 16 (A) y 33 (B), contenido en un plasmido; carril 8:
control negativo (H,O).

El nimero de muestras, la posicion y los cambios en la secuencia de nucleotidos de la
region E6 de las diferentes clases y subclases de las variantes del VPH 16, asi como el
correspondiente cambio de aminoécido se observan en la tabla 4.

Del total de muestras (n=79), la variante mas frecuente fue de la rama europea clase E-
350G con un 32.9% (26/79). Se encontraron cinco subclases de la clase E-350G, la E-C188G
enun 17.7% (14/79) seguida por E-C109G con un 8.9% (7/79), E-A176G con 3.8% (3/79), E-
T182G en 2.5% (2/79) y E-G185G con 1.3% (1/79). Soélo se encontrd un caso de la variante
prototipo (1.3%). De la rama AA se encontraron dos subclases, la AA-a en el 27.8% (22/79)
seguida por el 3.8% (3/79) de la AA-c. Respecto a la distribucion de las variantes del VPH 16
en cada uno de los grupos de estudio se destaca la clase E-350G como la mas frecuente en
CaCu, LEIAG y CN detectada en el 32.6% (15/46), 40% (4/10) y 60% (3/5) respectivamente.
Es importante sefalar que en el grupo de LEIBG la subclase AA-a fue la mas frecuente con

33.3% (6/18) comparado con el 22.2% (4/18) de las clase E-350G. (Tabla 5).



Tabla 4. Variacion nucleotidica de las clases y subclases de la region E6 del VPH 16.

Secuencia y numero de posicion de nucleotidos de la region E6

Variante 1 1 1 1 1 11 1111111122222 22233 435 N‘;mem
(clase/subclase) 0 3 3 3 3 4 4 6 7 7 8 8 8 8 8 55 6 6 8 8 8 9 3 5 0 3 mue";tras
9 1 257 3 5 1 6 8 2 356856 79569550 3 2
Referencia TAGATCGC CGTATTTGGC CGGCTATCTAA
E-350T C e oo oL oLl ooo oLl 1
E-350G Y ¢ T X
E-C109G S ¢ 7
E-A176G Y ¢ 3
E-C188G o Y ¢ T 14
E-G185G Y ¢ 1
E-T182G e . 2
AA-a - - - - - -'T - a - - - - - - - - - - - a g -TG - g 22
AA-c . - . . T - - - .G - - - - < . . . a g - TG - g 3
Total 79

e Las letras mayusculas en los cambios nucleotidicos indican alteraciones en el cambio de aminodcido. Las letras en minuscula son mutaciones silenciosas.

* E-350T (Europea-prototipo), E-350G (clase Europea), E-C109G, E-A176G, E-C188G, E-C185G, E-T182G (subclases de la clase E-350G); AA-a, AA-c
(subclases de la Asidtico-Americana).

e Cambio de aminodacido indicado por variante:

E-350G, E-C109G, E-A176G: T350G= L83V
E-C188G: G188C=E29Q, T350G= L83V
E-C185G: T185G=L28V, T350G= L83V

E-T182G: A182T=127L, T350G= L83V
AA-a: G145T= QI14H, C335T=H78Y, T350G= L83V

AA-c: G145T= QI4H, T183G=127R , C335T=H78Y, T350G= L83V
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Tabla 5. Frecuencia de las variantes del VPH 16 en cada uno de los diferentes tipos de lesion.

Variante Grupo
Total CaCu LEIAG LEIBG CN
(clase/subclase) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
E-350T 1(1.3) 0 0 1 (5.6) 0
E-350G 26 (32.9) 15(32.6) 4 (40) 4 (22.2) 3 (60)
E-C188G 14 (17.7) 8 (17.4) 3 (30) 3(16.7) 0
E-C109G 7 (8.9) 3 (6.5) 1(10) 3(16.7) 0
E-A176G 3(3.8) 2 (4.3) 0 1 (5.6) 0
E-T182G 2(2.5) 1(2.2) 1 (10) 0 0
E-G185G 1(1.3) 1(2.2) 0 0 0
AA-a 22 (27.8) 13(28.3) 1(10) 6 (33.2) 2 (40)
AA-c 3(3.8) 3 (6.5) 0 0 0

Total 79 (100) 46 (100) 10 (100) 18 (100) 5(100)

Las variantes mas frecuentes con respecto al tipo histologico de cancer cervical invasor
correspondieron a la clase E-350G en el 37.8% (14/37), las subclases E-C188G y AA-a se
encontraron en el 18.9% (7/37) cada una en carcinoma cervical escamoso (CCE), en contraste,
las variantes AA-a fueron mas frecuentes en adenocarcinoma (AD) y carcinoma
adenoescamoso (CAE) con 75% (3/4) y 50% (2/4) respectivamente (Tabla 6).

Con respecto a las variantes del VPH 16 en la etapa de progresion del cancer cervical
encontramos un mayor niamero de casos en etapa 1IB (15/46), IB (13/46) y IIIB (11/46). La
variante mas frecuente fue la subclase AA-a en la etapa IB con 38.5% (5/13) y IIIB en 36.4%
(4/11), s6lo en la etapa IIB se encontr6 a la variante E-350G en 40% (6/15).
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Tabla 6. Frecuencia de las variantes del VPH 16 en cancer cervical invasor de diferente
origen histoldgico.

Tipo histolégico de cancer cervical invasor

Variante Carcinoma Adenocarcinoma Carcinoma Carcinoma de
(clase/subclase) celular escamoso adenoescamoso  células Glassy
n (%) n (%) n (%) n (%)
E-350G 14 (37.8) 1(25) 0 0
E-C188G 7 (18.9) 0 1(25) 0
E-C109G 3(8.1) 0 0 0
E-A176G 1(2.7) 0 1(25) 0
E-T182G 1(2.7) 0 0 0
E-G185G 1(2.7) 0 0 0
AA-a 7 (18.9) 3 (75) 2 (50) 1 (100)
AA-c 3(8.1) 0 0 0
Total 37 (100) 4 (100) 4 (100) 1 (100)

Variantes del VPH 33

Del analisis de la secuencia del gen E6 del VPH 33 en los diferentes grupos de estudio
comparadas con la cepa de referencia (prototipo), se presenta, la posicion y numeracion de los
cambios nucleotidicos en E6, los cambios de aminoacidos y la frecuencia de variantes
encontradas correspondientes a los grupos de CN, LEIBG, LEIAG y CaCu. La secuencia de
nucleodtidos de la region E6 del VPH 33 prototipo es de acuerdo a lo reportado por Cole et
al."™ Los VPHs con variaciones en la secuencia de DNA de la region E6 que conllevan a
cambios en los aminoacidos se consideraron como variantes, estas fueron descritas indicando
la posicion del cambio del o los aminoacidos en la variante con respecto al prototipo. Asi, por
ejemplo, cuando el aminoacido lisina (K) en el residuo 35 del prototipo es sustituido por
asparagina (N), ésta variante en E6 del VPH 33 es referida como K35N'" (Tabla 7).

Se identificaron 3 variantes diferentes: K35N encontrada en el 25% (1/4) del grupo de
LEIAG, K35N/N86H también en el 25% (1/4) de LEIAG y P36T/173L/V83L/K93N/A138V
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en el 25% (1/4) de LEIAG y el 100% (4/4) de los grupos de CCN y LEIBG. La prototipo se
encontro en el 25% (1/4) de LEIAG y en la tinica muestra de CaCu estudiada (Tabla 7).

Variantes del VPH 16 y 33 en CaCu con infeccion doble (caso unico).

La tnica muestra del grupo de CaCu con VPH 33 se encontré en coinfeccion con VPH
16 (CC07). La PCR con los oligonucleotidos iniciadores MY09/MY 11 fue positiva y
permitié la identificacion so6lo de VPH 33. La PCR de E6 utilizando oligonucleétidos
iniciadores especificos para VPH 16 fue positiva, lo que permitio la identificacion del tipo
viral. La variante del VPH 16 fue de la subclase E-C109G y la del VPH 33 fue semejante al
prototipo (Tabla 4 y 7 respectivamente).

Esto podria ser resultado de un proceso de integracion del DNA viral al genoma celular
hospedador, ya que este fendmeno requiere de la ruptura de E2 y este proceso puede hacer que
se pierdan otras regiones, incluido parte del ORF L1.° Asi, para saber el porqué la muestra
resultaba negativa al VPH 16 en la regién L1 se realiz6 una PCR de la region E2 con
iniciadores tipo-especificos para determinar el estado fisico de este virus y se pudo observar
que el resultado fue negativo a la forma episomal indicando asi la integracion del DNA viral al

genoma de la célula hospedodora mediante la ruptura de la region analizada (Figura 2).

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de la
region E2 del VPH 16. Carril 1: Marcado de peso molecular ®X174/Hae 111;
carril 2: muestra positiva para el estado episomal-integrado; carril 3: muestra
CCO07 positiva al estado integrado; carril 4: control positivo de la region E2 no
interrumpida (DNA del VPH 16 contenido en un plasmido); carril 5: control
negativo (H,0).
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Tabla 7. Variacion nucleotidica de la region E6 y frecuencia de variantes de VPH 33.

Posicion y secuencia de nucleotidos de la region E6 ~ Variantes Frecuencia

1 1222233333445 5 Grupo de estudio

JI0 17125684823 O TERG TRAG G

n (%) n (%) n (%) n (%)

A AAACACAGAAAA C C Prototipo

- - - - - - - - - - - - - - - prototipo 0 0 1(25) 1 (100)

- - -C - - - - - - - - - - - K35N 0 0 125 0

- --Cc- - - - -C - -t - - K35N/N86H 0 0 125 0

- - g - A -t CT-C - - T t P36TI73L/VB3L/K93N/A138V 4 (100) 4(100) 1(25) 0
Total 4 (100) 4(100) 4(100) 1(100)

e Las letras mayusculas en los cambios nucleotidicos indican alteraciones que resultan en el cambio de aminoacido. Las letras en minusculas indican
mutaciones silenciosas.

* Cambio de aminoacido: A213C=K35N; C214A=P36T; A325C=173L; G355T= V83L; A364C=N86H; A387C=K93N; C521T= A138V
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II. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La asociacion del desarrollo del CaCu y las lesiones que lo preceden con la infeccion
por virus del papiloma humano de alto riesgo se ha demostrado en diversos estudios
epidemioldgicos. Sin embargo, menos del 5% de las mujeres infectadas progresan a un cancer
invasor, indicando que hay factores virales (persistencia de la infeccion por VPH, carga viral,
integracion del DNA viral al genoma hospedero y variantes del VPH) y no virales (inmunidad
celular, alelos HLA, alteraciones de genes celulares y dafios genéticos y epigenéticos) que
juegan un papel clave en el proceso de la carcinogénesis y solos o en combinacion, estan
asociados con un riesgo mayor de aparicion de la enfermedad o progresion de las lesiones
precancerosas.'

En la actualidad, la mayor parte de las investigaciones se estdn enfocando a la
deteccion de variantes de los papilomavirus oncogénicos y muchos estudios han sugerido que
las variantes del VPH de alto riesgo muestran diferentes grados de asociaciéon con CaCu y
lesiones que lo preceden.'>***” Esto podria explicar, parcialmente, porqué algunas infecciones
por VPH oncogénicos progresan de una lesion precancerosa hasta un cancer invasor."

En el presente estudio, se analizo la presencia de variantes en E6 del VPH 16 y 33 en
mujeres con CaCu, LEIAG, LEIBG y con citologia cervical normal. Los resultados muestran
el predominio de variantes de la rama Europea del VPH 16, (68.4%), seguidas de las variantes
no Europeas (31.6%). De las variantes Europeas, la clase E-350G fue la mas frecuente
seguida por la subclase E-C188G (32.9 y 17.7% respectivamente). Es importante sefalar que,
contrario a muchos otros estudios, de las variantes no Europeas solo se encontraron las de la
clase Asiatico-Americana predominando la subclase AA-a (27.8%) (Tabla 5).

La variante E-350G fue la més frecuente en CaCu, LEIAG y CN, mientras que la AA-a
lo fue en LEIBG (Tabla 5).

En un estudio internacional realizado por Yamada et al en 1997,* especificamente en
muestras de cancer cervical del continente americano y positivas al VPH 16, se report6 la
variante E-350G en el 40% (12/30) de las muestras de Norte América (EUA y Canadd) y en el
52.2% (119/228) de las muestras de América Central y del Sur.”® En nuestro estudio, la
encontramos en el 32.6% de los muestras de CaCu positivas a VPH 16. Un estudio realizado
por Berumen et al'? reporta una prevalencia de 46.7% de esta misma variante en casos de

mujeres mexicanas con cancer positivos a VPH 16. El mismo estudio reporta otras variantes;
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la subclase E-C188G con el 6.5% y E-A176G con 3.3%,'* en el presente estudio se
encontraron en 17.4 y 4.3% respectivamente. Como se puede observar, nuestro hallazgo de la
subclase E-C188G es casi 3 veces mayor que la reportada por Berumen. Otras variantes
encontradas por Berumen y no identificadas en nuestro estudio fueron la E-G131G, E-A176T
y E-P350T."

Como se mencion6 anteriormente, la variante E-350G tiene una distribucion semejante
en los grupos de LEIAG, LEIBG y CN como reporta Nindl et al,” quien estudio mujeres
alemanas con los mismos grados de lesion cervical, casos de CaCu e histologicamente
normales y encontr6 que la variante E-350G tiene una distribucion uniforme en todas las
formas de la enfermedad y de histologia cervical normal al igual que lo reportado en un
estudio realizado en mujeres de Yucatan, México con LEIBG y CaCu.'"* No obstante, otros
estudios han mostrado que la frecuencia de esta variante es mayor en cancer cervical invasor

que en las lesiones precancerosas. Zehbe et al*

comparo casos de NIC y CaCu y reportd que
la variante E-350G es un factor de riesgo en mujeres suecas pero no en mujeres italianas,
semejante a lo reportado por Chan et al.>!

La variante E-350G presenta una sustitucion del aminoécido valina por leucina en el
residuo 83 de E6 y algunos estudios in vitro han sugerido que esta mutacion podria
incrementar la capacidad del virus para inducir la transformacion celular.’> M4s recientemente
se ha observado un papel clave en la tumorigénesis cervical debido a que potencia la via de
sefializaciéon de las proteinas cinasas mitogeno-activadas (MAPK) y coopera en la
transformacion debido a la activacion de la sefalizacion de Notchl. Notchl es parte de una
familia de receptores transmembranales y la sefializacion activada de este receptor genera una
sefal antiapototica a través de la via PI3K-PKB/Akt que resulta en la resistencia a la anoikis
(apoptosis inducida por pérdida de la adhesion celular) y también bloquea la muerte celular
inducida por p53.%

Se ha observado también que la variante E-350G potencia la sefalizacion de las
MAPK mediante una via independiente de Ras, ya que inhibe la transformacion oncogénica
mediada por esta via y lo hace por medio de un mecanismo dependiente de Rapl, el cual,
ademads, induce la degradacion de la proteina de union E6TPI1 (una proteina GTPasa-

activadora que reduce el potencial de inmortalizacion de E6 prototipo.*
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De acuerdo a Yamada et al®

las variantes AA se han reportado en muestras de CaCu
con VPH 16 de América del Sur y Central, en Espafia y Asia. La frecuencia més alta fue
reportada en América del Sur y Central con un 19.7% (45/228), de esta variante, la subclase
AA-a en 14.8% y la AA-c en 4.4%.”* En nuestro estudio la frecuencia es mucho mayor
(34.8%) distribuyéndose en 28.3% de la subclase AA-a y 6.5% de AA-c. En el estudio
realizado por Berumen se reporta una frecuencia del 45.6%; muy alta en comparacion con
nuestros resultados y mas aun con los de Yamada,® la prevalencia de la AA-a y AA-c son del
23.9 y 21.7% respectivamente; una distribucion casi uniforme de estas subclases en contraste
con nuestros hallazgos.

Mas recientemente, Gonzélez-Losa et al'' estudiando mujeres yucatecas con CaCu y
LEIBG reporto variantes AA so6lo en los casos de cancer cervical,!' nuestros resultados en
cambio muestran una mayor frecuencia de las variantes AA en el grupo de LEIBG. Otro
estudio realizado en mujeres Quechuas de Argentina divididas en grupos semejantes a los
analizados en el presente trabajo reportd una alta frecuencia de variantes de la rama Europea,
la variante prototipo fue la mas frecuente seguida por la clase E-350G, y es importante sefalar
que no se encontrd la variante AA en CaCu ni en citologia cervical normal pero si en los
grupos de LEIBG y LEIAG." Nuestros resultados en cambio muestran que solo encontramos
la variante prototipo en LEIBG (5.6%) y las variantes AA se encontraron en los cuatro grupos.
Estos hallazgos pueden ser el resultado de las diferencias étnicas y geograficas que existen
entre los grupos poblacionales pero otra explicacion podria ser la distribucion heterogénea del
nimero de muestras analizadas en cada grupo.

El carcinoma celular escamoso tiene una mayor incidencia que el adenocarcinoma y
carcinoma adenoescamoso, sin embargo, estos ultimos usualmente exhiben un
comportamiento bioldgico més agresivo y generalmente se asocian con la infeccion por el
VPH 18."** En nuestro caso, como se puede observar, la variante E-350G fue la mas
frecuente en carcinoma celular escamoso, pero es importante destacar que la variante AA fue
la més frecuente en adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso y se encontrd en el inico
caso de carcinoma de células Glassy (Tabla 6). Asi, estos resultados son congruentes con los
estudios realizados en México por Berumen (2001)" y Lizano (1997)," y mds recientemente
por Burk, (2003).** En nuestros resultados encontramos el 75% (3/4) de variantes AA en

adenocarcinoma, Berumen la reporta en todos los adenocarcinomas analizados en sus casos.
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Ademas, la baja frecuencia de VPH 16 en adenocarcinomas puede explicarse por diferencias
étnicas y geograficas, ya que se ha reportado que las variantes AA del VPH 16,
especificamente la subclase AA-c, son raramente encontradas en cualquier region del mundo
excepto en México, América Central y del Sur y en Espafia.”” Actualmente no hay una
explicacion clara entre la histologia del tumor y el tipo de VPH, sin embargo, muchos reportes
muestran que hay una evidencia creciente que soporta la asociacion del VPH 18 con formas
mas agresivas de cancer cervical comparado con otros tipos y esto parece tener especial
significado cuando los estudios examinan las etapas de avance del CaCu en las pacientes.”
Este hecho hace relevante el hallazgo de variantes AA que en los estudios reportados se
asocian mas a adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso.

Nosotros determinamos la variante del VPH 16 mas frecuente con respecto a la etapa
de avance en la que se encontraba el cancer. Se puede observar que las variantes no tienen
una distribucion uniforme en funcion de la etapa de CaCu (Tabla 7). No hay reportes que
relacionen las variantes del VPH 16 con la etapa de avance de la enfermedad. Un estudio
realizado en pacientes con CaCu en etapa IB encontrd una mayor incidencia de metastasis a
ganglio linfatico pélvico e invasion estromal asociado al VPH 18 en adenocarcinoma.” Estos
resultados no son comparables con nuestro estudio pero nos sugiere que puede existir un
comportamiento semejante de las variantes que encontramos en la etapa IB, IIB y IIIB, etapas
en las que encontramos el mayor numero de casos de CaCu en nuestro grupo de estudio y
donde las variantes AA-a (38.5%), E-350G (40%) y AA-a (36.4%) respectivamente son las
mas frecuentes. De existir este probable comportamiento, quiza est¢ mas directamente
relacionado con las variantes AA-a, que fueron mas frecuentes en adenocarcinoma.

De acuerdo a lo descrito por Berumen, la incidencia del cancer cervical en mujeres
jovenes se ha incrementado durante las dos Ultimas décadas en muchos paises excepto en los
Estados Unidos. Asi, en México, la diferencia puede ser resultado de los programas de
tamizaje o las altas prevalencias de variantes del VPH 16. Aun cuando en nuestro estudio las
variantes Asidtico-Americanas fueron menos frecuente que las Europeas, suficientes datos
apoyan que las variantes AA se asocian con infeccion en mujeres mas jovenes (7.7 afios
menos que los casos positivos a la variante E), con adenocarcinoma y un riesgo
significativamente mas elevado para el cancer cervical (OR de 27.0 IC 95%=6.4-113.7)."* La

mayor oncogenicidad de estas variantes puede ser resultado de una actividad neoplasica
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incrementada de los oncogenes E6/E7, una replicacion viral mds eficiente o mejor
estimulacidn de los genes virales tempranos. Por ejemplo, la proteina E6 de una variante AA-
a produce consistentemente mas colonias resistentes en la diferenciacion a suero y calcio en
queratinocitos de prepucio primarios de humanos y estimula la degradacion de p53 mejor que
la proteina E6 de la variante E.*° El nimero de copias de las variantes AA es mayor que el de
las variantes E, lo que sugiere que las AA se replican mejor y mas rapido que las E.*

Muchos de los estudios sobre variacion genética del papilomavirus humano se han
enfocado principalmente al VPH tipo 16 y 18 debido a su potencial oncogénico, sin embargo,
tipos de VPH como el 45, 31, 35, 52, 58, 33, entre otros, también se han estudiado sus
variaciones intragénicas.

Gonzélez, LMR et al reportd al VPH 33 como tipo comun en mujeres yucatecas con
diagnostico de CaCu, LEIAG o LEIBG después del VPH tipo 58, 16 y 18."" Estos resultados
concuerdan con los reportados en el Estado de Guerrero, donde el VPH tipo 33 es uno de los
mas frecuentes en mujeres con citologia cervical normal, LEIBG y LEIAG, no asi en mujeres
con CaCu, donde solo se encontrd en el 1.1% de casos.” La alta frecuencia de VPH 33 hace
importante determinar las variaciones nucleotidicas en la region E6 de este VPH de alto
riesgo. Los resultados de este estudio indican que las variantes del VPH 33 predominaron mas
que el prototipo en mujeres con citologia cervical normal y las precancerosas, no asi en el
unico caso positivo a VPH 33 encontrado en CaCu en el que se identifico el VPH 33 prototipo.
Se encontraron 3 variantes diferentes (K35N, K35N/N86H y P36T/I73L/V83L/K93N/A138V)
descritas de acuerdo a la posiciéon y cambio de aminodcido resultado de las alteraciones no
silenciosas en la secuencia de la region E6 del VPH 33 (Tabla 7). Xin et al'’ reportd 6
variantes diferentes en mujeres japonesas divididas en tres grupos clinicos de acuerdo al
avance de la enfermedad: NIC I/II, NIC III y CaCau, tres de estas variantes son semejantes a las
que nosotros encontramos. Xin et al'’ identificé en el grupo de NIC III una frecuencia del
100% (5/5) para el VPH 33 prototipo, en el grupo de NIC I/Il reportan que el 71% (5/7)
presentd variantes (K35N, K35N/N86H, K35N/P36A/N86H, P36T/I73L/K93N/A138V y
P36T/173L/V83L/K93N/A138V) y en CaCu so6lo el 25% (2/8) presentd variantes (K8N y
K35N/N86H/K93N/Q113R). En nuestro estudio se encontré que el 75% (3/4) de LEIAG
presentd variantes (K35N, K35N/N86H y P36T/173L/V83L/K93N/A138V) y el 25% (1/4)
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presentd VPH 33 prototipo. Los grupos de LEIBG y CN presentaron el 100% de la misma
variante, la P36T/173L/V83L/K93N/A138V.

Nuestro estudio no revelo las variantes K&N y K35N/N86H/K93N/Q113R, en CaCu, y
K35N/P36A/N86H y P36T/173L/K93N/A138V, en lesiones precancerosas de acuerdo a los
reportado por Xin et al.'”” Nuestros resultados no son comparables con los de Xin et al'’
debido a la diferente clasificacion en las que dividio a sus grupos de estudio.

Se ha demostrado que durante el proceso de transformacion maligna cervical asociada
a VPH, el virus se integra al DNA celular pudiendo perderse por delecion algunas porciones
de su genoma tales como L1, L2, El y E2, mientras que los oncogenes virales E6 y E7
siempre se conservan.’” Esto se ha demostrado en un estudio realizado por Kalantari et al,
quien indica incluso que las deleciones varian desde 35 pb hasta 3.8 kb.*” Esta caracteristica
explica el resultado de la unica muestra de CaCu positiva al VPH 33 y que fue negativa al
VPH 16 por el sistema de PCR MY09/11 para L1, sin embargo, esta misma muestra resultd
ser positiva a la regiéon E6 cuando se sometio a PCR con oligonucledtidos especificos para
VPH 16 y la variante identificada fue de la rama Europea subclase E-C109G. Para descartar
que el genoma de este virus pudiera estar integrado al DNA celular, se realizdo una segunda
PCR tipo-especifica para la region E2, el resultado negativo en la region antes mencionada,
puso en evidencia la integracion del DNA del VPH 16 al genoma celular hospedador. zur
Hausen et al*®* postuld que la integracion del VPH en el DNA celular, con el previo
rompimiento de E2, era un paso indispensable para la progresion de las lesiones precancerosas
a cancer cervical invasor.” Resultados aportados por Casas et al** indican que las variantes de
la rama E tienden a romper su genoma durante el proceso de integracion, no asi las variantes
AA, las cuales se asociaron con carcinomas positivos a E1/E2. Casas et al identificd 24
mutaciones distribuidas a lo largo del gen completo E2, 19 de las cuales resultaron en el
cambio de aminodcidos, lo que, de acuerdo a estudios in vitro en lineas celulares, el gen E2 de
la rama Europea, como ya se sabia, reprimio la expresion de los oncogenes virales E6 y E7, no
asi el gen E2 de las variantes AA principalmente las de la subclase AA-c. ***° Estos hallazgos
soportan y podrian explicar la mayor agresividad de las variantes AA que las E. Resultados

140

obtenidos por Illades et al” en 39 muestras de CaCu positivas a VPH 16 muestran un 53%

(22/39) de muestras negativas a E2 y 47% (17/39) positiva a esta region.* En este estudio, 14

140

muestras de la variante AA que en el estudio de Illades et al*”” se analizaron para E2, el 92.9%
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(13/14) fueron positivas a dicha region, hallazgos que indican la probable retencion del gen E2
y no integracion del VPH. Sin embargo, algunas de nuestras variantes de la rama Europea
mostraron el mismo comportamiento (resultados no mostrados), es decir, retienen E2, lo cual
difiere de los resultados de Casas et al.**

Se ha propuesto que el origen de los distintos papilomavirus humanos muestran
concordancia con los patrones de migracion humana. Asi, se ha propuesto que las variantes
AA, particularmente la AA-c del VPH 16 tuvo su origen en el continente americano y es
exclusivo de América Latina. Esta variante pudo emerger en el nuevo mundo después que
varios grupos étnicos provenientes de Asia entraron a América por el estrecho de Bering. La
variante AA-a y las de la rama Europea, podrian haber llegado con los conquistadores
espafioles.™'? La llegada de las variantes del VPH 33 pueden ser explicadas también por los
patrones de migracion y multiples movimientos poblacionales.

Con base en los resultados de este estudio se puede concluir que las variantes del VPH
16 de la rama E son la mas frecuentes en los grupos de CN, LEIAG y CaCu, no asi en el grupo
de LEIBG donde la variante AA predomina. De la rama E, la clase E-350G fue la mas
frecuente seguida por la subclase E-C188G y de la AA la mas frecuente fue de la subclase
AA-a. Aun cuando muy pocas muestras del grupo de CaCu presentaron adenocarcinoma y
carcinoma adenoescamoso, en éstas, la variante mas frecuente fue la AA-a, considerada menos
agresiva que la AA-c.

En las muestras positivas al VPH 33, fueron mas frecuentes las variantes de este tipo
viral, pero en CaCu se encontr6 la prototipo, considerada en mujeres japonesas como un factor

de riesgo para el desarrollo de LEIAG y céancer cervical.
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