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Resumen 

En este trabajo presentamos la situación 
epidemiológica molecular actual en México con 
respecto a la presencia de secuencias de ADN de 
virus de papiloma humano (VPH) en pacientes 
afectadas por cáncer cérvicouterino (CaCu) y en 
mujeres asintomáticas clínicamente normales. En- 
contramos, por PCR, que en un 82-85% de las 
neoplasias cervicales y en el 31% de las mujeres 
normales están presentes dichas secuencias. En 
cuanto a leucemias, otro cáncer de muy alta inci- 
dencia en México, investigamos la frecuencia de 
los rearreglos bcr-abl y e2a-pbxl en pacientes con 
Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) y Leucemia 
Granulocítica Crónica (LGC) mediante la tecnolo- 
gía de RT-PCR. Encontramos que un 66% de los 
niños con pre 8-LLA presentan el rearreglo e2a- 
pbxl, un 46% de los adultos con LLA CALLA(+) 
presentan el rearreglo bcr-abl y el 100% de los 
pacientes con LGC tuvieron el rearreglo bor-abl. 
Esta tecnología y los resultados presentados per- 
miten un mejor diagnóstico, pronóstico y terapia de 
las mencionadas neoplasias. 

l. Papilomavirus y cáncer 
cervicouterino 

Introducción 

En las últimas dos décadas, en los países desa- 
rrollados ha disminuido notablemente la incidencia 
de cáncer cervicouterino (CaCu) y la mortalidad 
debida al mismo. Esta disminución se debe a la 
aplicación de campañas masivas de detección 
temprana de CaCu, junto con los avances terapéu- 
ticos en el campo. En México la situación es otra: la 
incidencia de este cáncer es muy alta y es una 
causa importante de muerte; aproximadamente el 
30% de los tumores malignos de la mujer son 
cervicales. 

Numerosas observaciones clínicas. así como 
estudios epidemiológicos, sugieren que un factor 
viral. transmitido sexualmente. está involucrado en 
el désarrollo del CaCu; un alto porcentaje de todos 
los casos presentan ADN del virus de papiloma 
humano (VPH). Este porcentaje varía de un país a 
otro. 
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Se han identificado más de 70 tipos deVPH1 que 
pueden clasificarse en grupos de acuerdo con el 
riesgo que representan paradesarrollar CaCu. Hay 
tipos de alto riesgo, como los VPH-16 y -18, que 
frecuentemente se asocian con lesiones malignas; 
de bajo riesgo, como VPH-6 y -1 1, que rara vez 
participan en la carcinogénesis; y de riesgo inter- 
medio como VPH-31, -33,-51 y otros. El genomade 
estos virus consta de ocho genes y de una región 
reguladora. Seis de los genes son de expresión 
temprana y dos se transcriben tardíamente; estos 
últimos codifican proteínas de la cáp~ ide .~  En los 
VPH de alto riesgo los genes tempranos E6, E7 y 
posiblemente E5 se consideran oncogénicos ya 
que participan en la transformación celular. Cuan- 
do el virus penetra en la célula epitelial, su material 
genético permanece en forma episomal y la trans- 
cripción de los oncogenes virales es regulada 
negativamente por el producto del gen E2.3-4 

El genoma viral se puede romper e integrar al 
genoma celular. Normalmente la ruptura ocurre en 
el gen E2 con lo que se pierden las funciones de 
este gen que incluyen, entre otras, la represión de 
los genes E6 y E7; estos últimos codifican para 
proteínas que se unen e inactivan a las proteínas 
celulares antioncogénicas p53 y pRB, respectiva- 
mente. Además de la presenciade VPH, se requie- 
re de alteraciones en genes celulares para que se 
presente el CaCu.1,2.5,6,7 

No hay una respuesta sencilla a la pregunta de 
qué tan común es la infección por VPH en ~ é r v i x . ~  
La respuesta depende, por un lado, del método 
empleado para detectar la infección y, por el otro, 
de la población en relación afactores demográficos 
y conductuales. La detección del genoma viral se 
hace generalmente por la reacción en cadenade la 
polimerasa (PCR), técnica muy sensible capaz de 
detectar secuencias de VPH aún estando presen- 
tes en número bajo.g 

Con respecto al cáncer invasor, la proporción 
que contiene material genético de VPH es en 
general alta; algunos estudios reportan que hasta 
el 90% de los casos contienen secuen~iasvirales.~~~~~ 

En neoplasia intraepiteiial cervical (NIC) la pre- 
valencia también es alta cuando se emplean méto- 
dos moleculares de detección. De hecho, hay 
trabajos que reportan que 60-90% de los casos 

estudiados contienen secuencias virales aunque 
aproximadamente sólo la mitad de esas secuen- 
cias corresponden a tipos virales de alto riesgo? Al 
parecer, la prevalencia de ADN de VPH aumenta al 
progresar la lesión yaque en un estudiose observó 
en cérvix normal una positividad de 25%; en NICs 
de 80 a%%%; y en carcinomade 91%.i2También se 
observó un aumento en la positividad de VPH-16 
con el avance de la lesión (35% en displasia; 84% 
en células neoplásicas), aunque esta tendencia no 
se 0bSe~ó  para otros VPH de alto riesgo.12 

Las mujeres clínicamente normales (asintomá- 
ticas) también pueden presentar ADN de VPH. El 
porcentaje varía de un trabajo a otro. En un extre- 
mo, algunos estudios reportan una positividad de 
5% y en el otro están los que aseguran que la 
mayoría (85%) y aún la totalidad de las muestras, 
provenientes de mujeres con citologia cervical 
normal, tienen secuencias de VPH.8,i3 Las diferen- 
cias tan grandes de prevalenciade un trabajoaotro 
pueden deberse a características intrínsecas de 
los grupos estudiados, así como a las diferentes 
técnicas empleadas. 

Con base en lo anterior, en este trabajo presen- 
tamos un resumen de la situación epidemiológica 
actual en México con respecto a la presencia de 
VPH en pacientes afectadas por CaCu y en muje- 
res asintomáticas. 

Materiales y métodos 

Por un lado, se realizó un estudio sobre preva- 
lencia de VPH en dos grupos independientes de 
pacientes con carcinoma cervical (grupos a y b del 
cuadro 1, con n=355 y n=182, respectivamente). 
Estas muestras se obtuvieron mediante biopsias 
provenientes de diferentes hospitales a lo largo de 
varios años (1 987-1 992). La edad de las pacientes 
varió entre 24 y 89 años con una media de 49.5 
años.i4,15 Porotro lado, seestudió laprevalenciade 
VPH en exudados celvicales de mujeres con lesión 
cervical (herida leve o cambios macroscópicos en 
el cérvix, con aproximadamente la mitad de esas 
pacientes presentando citologíaanormal) y sin ella 
(grupos I y II del cuadro II, con n=109 y n=137, 
respectivamente). 
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I Cuadro l. Frecuencia de VPH en carcinomas cervicales determinada por PCR (%) 

N VPH16 VPH18 VPHX Total 

355 176 (49.6) 41 (1 1.6) 85(23-9) 302 (85.1) 

(a) y (b) representan 2 estudios realizados en forma completamente independiente. 
VPHX: Cualquier tipo de VPH diferente a VPH-6. 11,16 ó 18. 

La obtención del ADN se hizo mediante diges- 
tión del tejido con proteinasa K, seguida de extrac- 
ciones con fenol-cloroformo. El ADN se cuantificó 
y una cantidad apropiada se empleó para realizar 
PCR tanto con oligonucleótidos consenso que 
amplifican parte del gen L1 de diversos tipos de 
VPH,'6como con oligonucleótidos específicos para 
VPH-6,-11,-16 y -18. En el grupo (a) del cuadro I se 
confirmó el tipo deVPH por Southern blot;15 en los 
otros grupos (b, Cuadro 1; 1 y 11, Cuadro II) se tipificó 
con enzimas de restricción. En paralelo, se hizo 
PCR con oligonucleótidos específicos para ampli- 
ficar un fragmento del gen de beta-globina (control 
positivo). 

Resultados y discusión 

Se observa una prevalencia similar de secuen- 
cias de VPH en los dos grupos de pacientes con 

Cuadro II. Detección de VPH en muestras de 
exudado cervical en mujeres con lesión (grupo 1) y 

sin lesión cervical (grupo 11) 

Grupo VPW % 
(+) (-) (+) 

VPH tipificados: 6-11, 16, 18, 31, 33, 42, 52 y 58 
I= Con lesión: Herida o cambios en el aspecto macros. 

cóplco del cervlx. Aproximadamente 50% con cltologíá 
anormal (Papanicolaou +) 

II=Sin lesión: Cervix normal a nivel macroscóplco. Menos 
del 10% con citología anormal (Papanicolaou +) 

carcinoma cervical invasor (véase a y b en el 
cuadro 1). En ambos grupos la mayoría de las 
muestras resultaron VPH positivas (85.1 %y 81.3%). 
Ninguna fue positiva paraVPH-6 o VPH-11. Puede 
observarse que predominan las que contienen 
secuencias de VPH de alto riesgo y que aproxima- 
damente la mitad de las muestras de CaCu contie- 
nen ADN de VPH-16 (49.6% y 47.3% para el grupo 
(a) y (b), respectivamente) más un porcentaje 
menor de VPH-18 (1 1.6% y 12.1%). En el resto de 
las muestras positivas (23.9% y 22.0%) se hallaron 
secuencias de otros tipos de VPH. 

En las muestras de exudados cervicales el 
porcentaje de positividad para secuencias de VPH 
difiere cuando se comparan muestras con y sin 
lesión cervical (46.8% y 31.4%, respectivamente; 
véase el cuadro 11). Más aún, si se comparan los 
resultados de lesiones cervicales obtenidos a partir 
de biopsias de CaCu, con los de exudados cervica- 
les provenientes de mujeres clínicamente norma- 
les (asintomáticas), se observa que el porcentaje 
de positividad es bastante menor en estos últimos 
(véanse los cuadros I y 11). 

La alta prevalencia de secuencias de VPH en 
CaCu encontrada en México (81 -85%) es muy 
cercana a la encontrada en EUA, Europa y Asia 
(entre 90% y 95%)?,l1,l"ambién hay coincidencia 
en que la mayoría de las secuencias tipificadas son 
de VPH-16, seguidas por VPH-18. 

En diferentes partes del mundo se ha estudiado 
la prevalencia de secuencias de VPH en mujeres 
clínicamente normales y los resultados varían 
r n u ~ h o . ~ ~ , ' ~  Dentro del enorme rango, que va del 
5% al 100%, se encuentran los resultadosque aquí 
se reportan: 46.8% y 31.4% en mujeres con y sin 
lesión, respectivamente (véase cuadro 11). Se ob- 
serva claramente cómo aumenta la positividad 
para VPH cuando aparece lesión y todavía más 
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cuando se desarrolla el cáncer. Esto sugiere que 
las secuencias virales son importantes para la 
aparición de la lesión y más aún para que se 
desarrolle el CaCu. 

Los ensayos de PCR de las muestras normales 
se hicieron con oligonucleótidos que amplifican el 
gen L1 de VPH.16 Actualmente se están repitiendo 
los experimentos con estos oligonucleótidos y con 
otros que amplifican parte de los genes E6 y E7." 
Los resultados preliminares sugieren que algunas 
muestras VPH negativas, cuando se usan oligos 
paraL1, son positivascuandose amplificala región 
E6/E7. Esto sugiere que un porcentaje aún mayor 
de las mujeres asintomáticas ("clínicamente nor- 
males") puede estar infectada con VPH de alto 
riesgo. 

II. Rearreglos genéticos en 
leucemias de alta 

incidencia en México 

Introducción 

La leucemia se asocia con una desregulación 
en el control de la proliferación y diferenciación 
celular en el tejido hematopoyéti~o.~~ El 81% de 
todas las leucemias reportadas se ubican en cuatro 
categorías: leucemia linfoblástica aguda (LLA), 
leucemia linfocitica crónica (LLC), leucemia 
mieloblásticaaguda (LMA) y leucemia granulocitica 
crónica (LGC).'"n diferentes poblaciones la inci- 
dencia de leucemia es variable, pero en general 
representa la primera causa de muerte por cáncer 
en niños. En México esta neoplasiaocupa también 
la primera causa de mortalidad por cáncer en 
niños, aunque en adultos ocupael sexto lugar entre 
las neopla~ias.~~ En la población infantil la LLA es 
de mayor prevalencia, con el 75% de todos los 
casos de leucemias en niños. Contrariamente a lo 
que se observa en adultos, el 60-70% de los casos 
de LLA en niños son curables.21 

Con frecuencia las leucemias se asocian con 
translocaciones cromosómicas. La translocación 
t(9;22) (q34;qll), que da lugar al cromosoma 
Filadelfia, se presenta en el 3-5% de los niños y el 

20-50% de los adultos con LLA, lo cual les confiere 
un pobre pronóstico.22Estatranslocación trae como 
consecuencia la unión anormal del gen bcr (del 
cromosoma 22) y abl (del cromosoma 9), y se 
puede detectar mediante RT-PCR. El gen híbrido 
se detecta en el 30-50% de los pacientes con LLA- 
By  en el 55% cuando se analizan sólo los casos de 
LLA CALLA(+).2324 La misma translocación ha sido 
observada en el 95-100% de los pacientes con 
LGC, lo cual se ha corroborado mediante RT-PCR 
(25). Otras alteraciones estructurales frecuentes 
en LLA llevan a lasobreexpresión del protooncogén 
c-myc y se presentan en el 3-5% de los casos de 
LLA-B en niños y en el 5-10% de las LLA-B en 

En el 5-7% de los niños y <5% de losadultos con 
LLA se presenta la translocación t(l ;19) (q23;p13); 
esta alteración se caracteriza a nivel molecular por 
la fusión del gen e2a (que codifica para el factor 
transcripcional E2A) localizado en el cromosoma 
19 y el gen pbxl ubicado en el cromosoma 1. El 
transcritodefusión ha sido detectado en el 95% de 
los pacientes con t(1;19) (q23;p13) mediante la técni- 
ca de RT-PCR. Los pacientes t(1;19) positivos 
presentan mayor riesgo de recaída y mal pronósti- 
~ 0 . 2 ~  

Aunque la translocación t(9;22) es idéntica en 
LLA y LGC, los estudios moleculares de los proto- 
oncogenes bcr y abl, que están rearreglados en 
ambas enfermedades, muestran diferencias po- 
tencialmente importantes. En LLA el rearreglo pro- 
duce un transcrito híbrido de 6.5 a 7.0 Kb y una 
proteína híbrida de 190 kDa, en tanto que en LGC 
el transcrito de fusión es de 8.5Kb y la proteína 
híbrida de 210 kDa. El potencial oncogénico de 
ambas proteínas de fusión ha sido demostrado por 
su capacidad para transformar células hemato- 
poyéticas Ni v i t r ~ . ~ ~  

En México aún no se conocen las frecuencias 
de estos rearreglos moleculares; esto seríade gran 
importancia ya que en otros paises el diagnóstico 
molecular de los diferentes tipos de leucemia se 
está aplicando en el tratamiento, monitoreo de los 
pacientes y la detección de enfermedad residual 

Con base en lo anterior decidimos cono- 
cer la frecuencia de los mencionados rearreglosen 
nuestros pacientes con LLA y LGC mediante la 
tecnología de RT-PCR. 
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Materiales y métodos 

Treinta y un pacientes: nueve niños con LLA: 4 
hombres y 5 mujeres, margen de edad de 3 a 14 
años. Trece adultos con LLA CALLA(+): diez hom- 
bres y tres mujeres; margen de edad de 18 a 52 
años. Nueve pacientes con LGC: 4 hombres y 
cinco mujeres; margen de edad de 22 a 70 años. 

Obtención de ARN. Se tomaron 20 ml de sangre 
periférica y se separaron las células mediante 
Ficoll-Hypaque. El ARN se separó esencialmente 
deacuerdocon IatécnicadeChomczysnki y S a c ~ h i . ~ ~  
Secuantificó mediante lecturaa260mm y se alma- 
cenó a-70°C. 

RT-PCR. Un microgramo de ARN en presencia 
del oligon~cleótido,~y enzima reverso transcriptasa 
(RT), se incubó una hora a 37°C. Después se adi- 
cionó el oligonucleótido5 y la enzima Taq ADN 
polimerasa. Se efectuaron 35 ciclos del PCR. El 
ADN se visualizó mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. 

Resultados y discusión 

Se analizaron 31 pacientes para la búsqueda de 
los rearreglos moleculares e2a-pbxló bcr-abl(Cua- 
dro 111). De 9 pacientes pediátricos con LLA, seis 
resultaron positivos para el rearreglo e2a-pbxlpor 

RT-PCR, lo cual representa el 66% de los pacien- 
tes. El 34% de los pacientes restantes resultó 
negativo incluso en una segunda determinación. 
En ambos ensayos el gen beta-globina pudo detec- 
tarse fácilmente (control positivo). En este estudio 
todos los niños presentaron un inmunofenotipo 
pre-B. Por otra parte, de 13 pacientes adultos con 
LLA CALLA(+), seis resultaron positivos para el 
rearreglo bor-abl, lo cual representa el 46%. Por 
otro lado, B los 9 pacientes con LGC analizados 
(100%) resultaron positivos para el rearreglo bsr- 
abl. 

En México, el empleo de técnicas de biología 
molecular para el diagnóstico y monitoreo de los 
pacientes es aún incipiente y sólo algunos centros 
cuentan con esta tecnología. La elevada frecuen- 
cia (66%) del rearreglo e2a-pbxl encontrada en 
este trabajo contrasta con lo reportado en otros 
países (5-30%)?O Esto podría deberse a que el 
número de pacientes estudiados por nosotros es 
aún muy pequeño; sin embargo Priviteray c0ls.3~ 
recientemente reportaron una frecuencia del 59% 
en un número similar de pacientes con LLA-pre-B, 
lo que apoya la posibilidad de que la frecuencia 
esperada para tal alteración sea elevada, al menos 
en algunos países. Esto deberá corroborarse me- 
diante la realización de un estudio a más largo 
plazo y con un mayor número de pacientes, que ya 
se lleva a cabo por nuestro grupo. 

Cuadro III. Prevalencia de los rearreglos moleculares e2a-pbxly bcr-ablen pacientes con 
Leucemia del Hospital General de México 

Reportado en otros 
Tipo de leucemia N* e2a-pbxl bcr-abl % Paises 

% 

Pre B-LLA (ninos) 9 6 O 66 5-30 
LLA CALLA(+)(adultos) 13 O 6 46 50 
LGC 9 O 9 1 O0 1 O0 

'N=No. de Pacientes 

Se tomaron muestras de sangre perlfdrica de 31 pacientes con leucernia. Paite de las muestras 
se utlI1zo Dara determinar el tia0 de leucernia con base en la citornorfolooía. De la otra Darte se 
separaro" los glóbulos blancos, o bien los blastos por Ficoll-Hypaque. S&Ó una porción de las 
células para determinar el inrnunofenotipo por inrnunofiuorescencia. De otra porción (5 a 10 
millones de céiulas) se extrajo el ARN, se sintetizó el ADNc por RTy se realizó amplificación por 
PCR. Los resultados se valoraron mediante visualización en geles de agarosa teñidos con bromuro 
de etidio. 
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Acordecon lo reportadoporMaurery cols., en un 
estudio retrospectivo que incluyó 314 pacientes 
CALLA (+),3%146%de nuestrospacientescon LLA 
CALLA (+) presentó el transcrito bcr-abl. Lo ante- 
rior también concuerda con el estudio reciente de 
Bartram y ~ 0 1 s . ~ ~  Nuestros pacientes también pre- 
sentan mal pronóstico, característico de adultos 
con LLA. Aún no se logra definir si la presencia de 
la translocación t(9;22) (q34;ql 1) por sí sola es el 
dato más significativo para el mal pronóstico de 
estos pacientes, ya que frecuentemente esta alte- 
ración se asocia con otros datos de mal pronóstico 
en LLA.34 Con respecto a los pacientes con LGC, 
los datos son similares a los  reportado^.^^ En todo 
caso, hay que recordar que existen diferencias en 
el tipo de alteración moleculary en su frecuenciaen 
los distintos países; como ejemplo basta con tomar 
el caso de las alteraciones del gen c-myc en el 
linfoma de Burkitt Africanocomparado con el Ame- 
ricano. 

Por último, es importantenotarqueel empleode 
RT-PCR en la búsqueda de los transcritos de 
fusión e2a-pbxl y bcr-abl permite la detección de 
blastos residuales en la fase de remisión de los 
pacientes con LLA y LGC. Con esta tecnología se 
puededetectarunacélulaneoplásicaentre 1 millón 
de células normales, mientras que la citogenética 
permite la detección de unacélula neoplásica entre 
100 células normales. Con base en lb anterior, la 
RT-PCR nos da herramientas para un monitoreo 
más fino y de esta manera predecir recaídas y 
modificar el tratamiento de estos pacientesz8. 

En conclusión, la tecnología de PCR nos ha 
permitido iniciar estudios de epidemiología mo- 
lecular en neoplasias (CaCu y leucemias) de muy 
alta incidencia en México. 
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