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Resumen 

El cáncer cérvico uterino (CaCU) representa aún la 
primera causa de mortalidad por neoplasias entre las 
mujeres mexicanas. La participación de los virus del 
papiloma humano (HPV) esdeterminanteen el desarrollo 
del CaCU y en la actualidad sabemos que en más del 
90% de todos los tumores se encuentran secuencias 
virales activas, principalmente de los tipos 16,18,31,33 
y 45. Estudios recientes en distintas partes del mundo 
han mostrado la existencia de variantes moleculares de 
los tipos 16 y 18 (HPV-16 y HPV-18). La existencia de 
estas variantes moleculares ha permitido establecer 
patrones de dispersión de estos virusdurante su evolución, 
que se considera tan antigua como la del hombre mismo. 
De esta manera, se han identificado cinco diferentes 
ramas filogenéticas para el HPV-16 y se ha podido 
establecer que la diversidad viral se asocia con la 
etnicidadde laspoblaciones. En este trabajose buscaron 
secuenciasviralesen muestrasdetumoresde lapoblación 
mexicana y se observó la presencia de variantes de los 
tipos 16, 18 y 45. Con relación al HPV-16 se encontró 
una variante en más de la mitad de los tumores con este 
tipo viral que pareceria tener un comportamiento más 
agresivo que el prototipo. En el caso del HPV-18 se 
encontraron en cerca de la cuarta parte de las muestras 
positivaspara este tipo viral, dos variantes moleculares 
que en apariencia presentan un comportamiento 
biológico diferente. Por último, todas las muestras 
positivas para el HPV-45 mostraron la presencia de una 
variante aún no reportada. Algunas de estas variantes se 
encontraron asociadas con determinadas variedades 
histológicas de los tumores; lo cual sugiere que algunas 
de estas variantes presentan un comportamiento 
especfico que influye en el desarrollo, o la agresividad 
de determinados tipos histológicos del CaCU. 
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Summary 

Carcinomas of the uterine cervix still constitutes the 
first cause of deathfrom cancer among Mexican women. 
Certain types of human papillomaviruses (HPV) have 
been implicated in cervical cancer development; active 
viral sequences are usually found in more than 90% of 
cervical tumors, their genome contains two oncogenes 
thatimmortalize human cells inculture. Recentworldwide 
studies have shown the existance of molecular variants 
of known HPV types, mainly 16 and 18, thuspermitting 
the establishment of viral spreadduringevolution, which 
seems as ancient as humankind. Phylogenetic studies 
have identijied five major branches for HPV-16 and 
indicated that viral diversity seems associated with 
ethnical characteristics of the populations. In this work 
we searched for the presence of viral sequences among 
cervical tumors from the Mexican population. n t e  
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 seems to exhibir a more 
aggressive behavior,. 1n HPV-18 positive tumors, in 
addition to the prototype, two variants were detected in 
mara fourth of the samples. Finally, allHPV-45positive 
tumors showed a new variant not yet reported in the 
literature. Some of these variants were found associated 
with specific histological types of cervical cancer, 
suggesting the participation of these variants in its 
genesis or aggresivity. 
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Introducción 

En México, la principal causa de muerte por 
cáncer en mujeres la constituye aún el cáncer del 
cuello uterino (CaCU), que representa el 30% de 
todas las neoplasias malignas entre las mujeres de 
35 a 49 años. A pesar de lascampañas de preven- 
ción que hasta hoy en día se han implementado, 
este tipo de cáncer sigue ocupando el primer lugar 
en frecuencia con respecto a todos los tipos de 
neoplasias, por lo que representa un serio proble- 
ma de Salud Pública para nuestro país. Se piensa 
que la incidencia de este tipo de cáncer debería ser 
mucho menor si las campañas para disminuirlo 
fuesen eficaces, pues si las mujeres se realizaran 
al menos un estudio citológico (Papanicolaou) al 
año, y si su análisis, interpretación y entrega fuese 
eficiente, un buen porcentaje de las lesiones 
premalignas podrían ser detectadas en sus etapas 
tempranas y así curadas antes de convertirse en 
cáncer. Para ello, además de las campañas masi- 
vas deberá de contarse con un número adecuado 
de clínicas de displasias, cuyo fácil acceso a la 
mayoría de la población permita que las mujeres 
con lesiones premalignas sea atendida a tiempo y 
de manera eficiente. 

Elcáncercérvico uterino(CaCU) se presentaen 
la zona escamo columnar que resulta de la unión 
de dos epitelios: el vaginal y el endocervical y que 
se conoce como zona de transformación (T). Se- 
gún laestirpecelular de lacual seorigine, el cáncer 
de cérvix puede ser de tipo epidermoide o escamo- 
so, adenocarcinoma, mixto o adenoescamoso, así 
como de otras variedades histológicas menos fre- 
cuentes, como el de células pequeñas (Hopkins, 
1991). El comportamiento biológico de estos tipos 
histológicos varía, siendo en general los adenocar- 
cinomas y los carcinomas adenoescamosos más 
agresivos que los epidermoides (1 3erek 1985). La 
zona de transformación está sujeta a estímulos y 
cambios hormonales constantes durante los ciclos 
menstruales, los embarazos y partos, así como a 
cambios en la acidez vaginal y a infecciones por 
diversos agentes entre los que destacan de mane- 
ra preponderante los virus del papiloma humano 
(HPV). Si bien son muchas las causas que se 
asocian al desarrollo del cáncer cérvico uterino, 
cada vez son más fuertes las evidencias que 
indican que los HPV constituyen el factoretiológico 

más importante en su desarrollo (Lorincz, 1987; 
Howley, 1991). Se reconoce una clara asociación 
de estos virus no sólo con tumores invasores del 
cérvix, sino también con lesiones tempranas. 

Algunos aspectos en el estudio de estosvirus se 
vieron limitados durante mucho tiempo, pues para 
su propagación se requiere de un epitelio en proce- 
so de diferenciación, lo cual se ha logrado sólo 
hasta hace poco. Dado que las proteínas de la 
cápside de los HPVson antigénicamente similares, 
estos virus no se han clasificado mediante pruebas 
serológicas (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 más del 10% con 
respecto a los demás, se establece que se trata de 
un tipo diferente; cuando la diferencia es del 2 al 
lo%, que se trata de un subtipo; y cuando la 
diferencia es menor al 2%, que se trata de una 
variante. Son más 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 asociación con tumores 
invasores (de vulva, vagina o cérvix uterino), lesio- 
nes precursoras de alto grado, o proliferaciones 
epiteliales benignas, los HPVse han clasificado en 
dos categorías de riesgo oncogénico; bajo y alto 
grado (Schiffman, 1993; Stoler, 1992). Los tipos de 
HPV de alto grado, que incluyen los tipos 16 y 18, 
producen dos oncoproteínas denominadas E6 y 
E7, que interaccionan fuertemente con proteínas 
celulares que regulan el ciclo celular y la transcrip- 
ción de genescelulares y virales, como lo son: p53, 
Rb y AP-1 (Wernes et al, Dyson et al., 1989; 
Antinore et al, 1996). La interacción de las 
oncoproteínas virales con sus blancos celulares da 
por resultado una pérdida de la regulación normal 
en la progresión del ciclo celular y la expresión de 
un conjunto de genes; sucesos aparentemente 
críticos en el desarrollo del cáncer cervical. Si bien 
conocemos detalles moleculares de la interacción 
de productos celulares y virales, la historia natural 
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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ción necesaria pero no suficiente para el desarrollo 
de un cáncer invasor y que se requieren otros 
sucesos celulares que cooperen para su desarrollo. 

Mediante el uso de métodos de detección de 
secuencias de DNA cada vez más sensibles, que 
incluyen la P CR, los reportes internacionales mues- 
tran que en más 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 varía de 
acuerdo a la región geográfica, se ha observado 
que el HPV-16 es el más frecuente, seguido por el 
HPV-18 (Bosch et al., 1995). 

El análisis de secuencias de DNA, principal- 
mente del gen L1 y la región de control, de aislados 
virales de papilomavirus obtenidos de muchos 
países y grupos étnicos, ha permitido detectar 
variantes de los HPV-16 y 18 (Chan et al., 1992; 
Ong et al., 1993). Estasvariantes se han agrupado 
de acuerdo a los cambios que presentan con 
respecto a los tipos virales de referencia. Mediante 
estos estudios se han establecido árboles filoge- 
néticosque muestran laevolución molecularde los 
tipos virales mencionados (Chang et al., 1992a). 
Las variaciones que ocurren también han permiti- 
do establecer que los HPV son tan antiguos como 
el hombre mismo, y queestosvirusse han distribui- 
do y diseminado de acuerdo a los movimientos de 
las poblaciones humanas que los portan. De esta 
manera se han identificado cinco diferentes ramas 
filogenéticas para el HPV-16, denominadas: Euro- 
pea, Asiática, Asiática-Americana, Africana-1 y 
Africana-2, según las zonas donde los aislados se 
han detectado preponderantemente. Sin embargo, 
los reportes muestran que la diversidad viral, más 
que asociarse con la ubicación geográfica, se 
asocia con la etnicidad de las poblaciones. Esto 
coincide, en parte, con lo que ahora se ha encon- 
trado en el estudiode tumores invasoresdel cérvix, 
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. 

Las muestras de pacientes que no habían recibido 
previamente ningún tratamiento fueron obtenidas 
del Servicio de Ginecología o de los Archivos del 
Servicio de Patología, ambosdel Instituto Nacional 
de Cancerología. Las muestras utilizadas corres- 
pondían a: 13 adenocarcinomas, 13 carcinomas 
adenoescamosos, 27 carcinomaceccamosos y 27 
carcinomas indiferenciados de células pequeñas. 

Extracción de DNA y amplificación de 
fragmentos virales de DNA mediante ensayos de 
PCR 

La extracción del DNA de las muestras frescas 
se realizó de acuerdo a lo descrito por Miller y col. 
(1 988). El DNA de las muestras de cortes embebi- 
dos en parafina se realizó de acuerdo a lo descrito 
por Resnick y col. (1990), utilizando n-octano. 

La detección de secuencias virales se realizó 
mediante la amplificación por PCR de fragmentos 
de la región L1, utilizando los juegos de oligonu- 
cleótidos universales GP51GP6 (van der Brule, 
1990). Los fragmentos de PCR utilizados para la 
secuenciación directa fueron obtenidos utilizando 
el juego de oligonucleótidos universales MY09/ 
MYI 1 (Manos y col., 1989). 

Secuenciación directa de los productos de PCR 

Los fragmentos de DNA de productos virales 
obtenidos por PCR fueron sometidos a la reacción 
cíclica de secuenciación utilizando el sistema 
AmpliTaq DNA Cycle Sequencing (Perkin Elemer) 
de acuerdo a lo descrito por el fabricante. Los 
fragmentos de DNAde la región control se obtuvie- 
ron utilizando los oligonucleótidos reportados por 
Ho y col. (1991), en el caso del HPV-16, y los 
reportados por Ong y cols. (1 993), en el caso de los 
HPV-18 y 45 (esto último debido a la gran similitud 
entre ambos en esta región). 

Análisis y comparación de variaciones en las 
secuencias del DNA viral 

Para el análisis de variaciones en la secuencia del 
HPV-16 se utilizó la información contenida en el corn- 
pendioHuman Papillomaviruses 1994Database(Myers 
y cols., 1994). En el caso de los HPV-18 y 45, se utilizó 
la información repotada por Ong y cols. (1 993). 
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Resultados 

En este trabajo se analizaron muestras de tu- 
mores del cuello uterino de pacientes mexicanas, 
pertenecientes acuatrogrupos histológicos (epider- 
moide, adenocarcinoma, adenoescamoso y de cé- 
lulas pequeñas), para detectar la presencia de 
secuencias de HPV. En promedio, el 75% de las 
muestras fue positiva para algún tipo de HPV, con 
valores que variaron del 63 al 85%, de acuerdo al 
tipo histológico (tumores escamosos y de células 
pequeñas, respectivamente). Los fragmentos de 
DNA, obtenidos del gen L1 y la región de control, 
mostraron variaciones en lasecuencia nucleotídica 
que reflejan la presencia, en la población mexica- 
na, de variantes moleculares de los HPV tipo 16,18 
y 45. El análisis de la secuencia nucleotídica de 
estos fragmentos nos permitió identificar los cam- 
bios que presentan estas variantes, los cuales se 
muestran en los Cuadros I y II. Si bien en la región 
L1 se observaron varios cambios en las variantes, 
solo algunos de ellos provocan el cambio del 
aminoácido correspondiente (ver Cuadro 1). Algu- 
nos de estos cambios podrían repercutir en la 
inmunogenicidad de las partículas virales, dado 
que al proteína L1 constituye el principal compo- 
nenete de la cápside. En la región de control 
también se observó un número considerable de 
cambios en la secuencia nucleotídica en cada una 
de las variantes (Cuadro 11). Dado que es en esta 
región donde se localizan los elementos que con- 
trolan la transcripción de los oncogenes E6 y E7, 
los cambios también podrían repercutir en la regu- 
lación de laexpresión de los oncogenesvirales. De 
hecho, observamos en lavariante del HPV-16 que 
dos de las posiciones involucradas (nucleótidos 
7484 y 7520) se sobrelapan con el sitio de unión del 
represor transcripoional YYI (Bauknecht y cols, 
1992). De hecho, se ha mostrado que mutaciones 
en estos sitios permiten que el control en la expre- 
sión de los oncogenes escape a la represión por el 
factor celular YY1 , en tumores humanos con HPV- 
16 (May y cols., 1994). 

Resulta además interesante el hecho que la 
variante del HPV-16, que se encontró en cerca de 
la cuarta parte de todos los tumores, corresponda 
con una variante previamente ubicada en la rama 
Asiática-Americana, y que en Brasil sólo se en- 
cuentra en individuos de origen amerindio. Esto 

Cuadro l. Cambios de nucleótidos y aminoácidos 
encontrados en un fragmento del gen L1 de las 

variantes de los HPV 16,18 y 45 

HPV-16 var 
nt aa 

HPV-18 var 1 
nt aa 

6625 C < G 399 pro < arg 
6626 C<T  
671 9 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 sercgly 
6687 C<T  
6705 G < C 392 gln < his 

Prototipo < Variante 

sugiere que la variante del HPV-16 identificada 
pudiera ser más prevalente en individuos mexica- 
nosdeesteorigen. Porotro lado, en esteestudiose 
encontraron dos variantes del HPV-18, una perte- 
neciente a la rama Europea y la otra a la rama 
Africana. Quizás estas variantes llegaron a México 
durante la colonización, así como durante el inter- 
cambio deesclavos africanos que ocurrió principal- 
mente en las costas del Golfo de México, a diferen- 
cia de la variante del HPV-16 que podría estar 
asociada con las poblaciones que llegaron por el 
estrecho de Bering. 
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Cuadro II. Diferencias encontradas en un fragmento 
de la región de control de variantes de los HPV 

tipo l 6 ,W y 45 

HPV-I Cvar 
nt 

7484 A < C  
7488 G < A  
7520 G < A  
7668 C  < T 
7688 C  <A 
7728 A < C  
7742 T G 
7763 C  < T  
7785 C  < T  

Prototipo < Variante 1 

Ahora bien, esde notar el hechodequealgunas 
de estas variantes se encontraron asociadas 
específicamente con ciertos tipos histológicos de 
los tumores (Lizano et al., 1996). Loanterior podría 
indicar que estas variante tengan comportamien- 
tos biológicos diferentes, que propicien el desarro- 
llo de tumores de cierto origen histológico. En 
particular, el hecho de que una de las variantes del 
HPV-18 (varl) sólo se presentó en los tumores de 
origen epidermoide, en claro contraste con el HPV- 
18 prototipo, que no se encontró en ningún tumor 
de este origen, refuerza la idea anterior. Asimismo, 
el hecho que la variante del HPV-4 5 se presentó 
sólo en los tumores de tipo adenoescamoso, apoya 
el concepto de que estas variantes exhiben com- 
portamientos biológicos diferentes. Esto podría 
estar reflejando el papel particular que algunas de 
estas variantes pudieran tener en el desarrollo de 
tumores de origen histológíco específico. 

Conclusiones 

Si bien son varios los factores que intervienen 
en el desarrollo del cáncer cervical, el componente 
más importante y ubicuo lo representan las infec- 
ciones por HPV. En México, como en América 
Latina, la incidencia del cáncer cérvico-uterino re- 

sulta aún alarmante. Si bien existen diferencias 
importantes en las condiciones de Salud Pública 
de nuestro país con respecto a los países desarro- 
llados, este estudio podría indicar la existencia de 
factores intrínsecos en diferentes aislados virales 
que predispongan a individuos de ciertas poblacio- 
nes a un mayor riesgo para desarrollar este tipo de 
cáncer. Es por ello que resulta necesario el estudio 
epidemiológico de las variantes moleculares de 
HPV que participan en el desarrollo de los tumores 
de la población mexicana. El conocimiento de la 
asociación devariantesviralescon tipos histológicos 
definidos de los tumores aporta datos sumamente 
valiosos en el estudio de la enfermedad y en la 
búsqueda de un tratamiento más eficiente de ella. 
Algunas de las variantes virales podría estar 
involucrada en la génesis o agresividad dedistintos 
tipos histológicos del CaCU. Para abordar este 
punto, resultará crucial efectuar estudios in vitro 
relacionados con la eficiencia de replicación o 
transcripción viral de los promotores de las varian- 
tes de HPV, así como de sus genes involucrados 
en estos procesos. 

La región 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 análisis de cambios 
nucleotidicos que ocurren en esta región entre 
aislados de un mismo tipo viral. Sin embargo, 
nosotros hemos observadoque lasvariantesvirales 
también presentan cambios importantes en zonas 
más conservadas, como es la región que codifica 
para la proteína L1 de la cápside viral, o el gen E2 
(Berumen y cok, en preparación). Este hecho 
resulta determinante para el diseño de posibles 
vacunas contra el HPV, dado que ahora es claro 
que no sólo 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 comportamiento biológico. 

Creemos que sería de enorme importancia el 
estudio de la prevalencia de estas variantes en la 
población mexicana para tratar así de establecer 
una posible relación entre su presencia y el riesgo 
a desarrollar CaCU. Si en verdad las variantes 
virales presentan comportamientos biológicos di- 
ferentes, el estudio de su prevalencia podría cons- 
tituir la base para la identificación de grupos de 
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individuos, o comunidades enteras, con alto riesgo 
para el desarrollo de los tumores que tanto afectan 
aún a las mujeres mexicanas. 
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