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RESUMEN

El virus de papiloma humano (VPH) se clasifica en dos tipos de acuerdo a sus
propiedades oncogénicas, el VPH de bajo riesgo (VPH-BR) y el VPH de alto riesgo
(VPH-AR). La mayoria de las infecciones por VPH se controlan de forma natural a
través del sistema inmune, sin embargo cuando la infeccion con VPH-AR es
persiste, promueve el desarrollo del cancer cervical (Brendle et al, 2014).
Recientemente se ha dado importancia al fenédmeno de coinfeccion con varios
tipos de VPH (Chaturvedi et al, 2011). Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
fue identificar los genotipos de VPH que coinfectan las lesiones intraepiteliales de
pacientes mexicanas. En este estudio se incluyeron 55 pacientes con lesiones
cervicales diagnosticadas por colposcopia, de cada paciente se obtuvo dos
biopsias: una de la lesion cervical y otra de un area adyacente no lesionada. La
presencia de VPH se analiz6 por PCR utilizando oligonucleétidos MY09/MY11 que
amplifican un fragmento del gen L1 (Hiroyuki et al, 1999). El producto de PCR se
visualizo mediante electroforesis en geles de agarosa y se genotipificd utilizando
microarreglos de baja densidad (CLART VPH 2) para detectar 35 tipos de VPH
diferentes tanto VPH-AR y VPH-BR. El 87% de las muestras con lesion fueron
positivas a la infeccion por VPH, mientras que en las biopsias sin lesion aparente
en la colposcopia se observo que el 80% fueron positivas lo que sugiere que
incluso en la zona no lesionada el VPH esta presente. Adicionalmente se observd
que el 71% de los pacientes mostro coinfeccion con mas de un genotipo de VPH.
En las muestras sin lesion aparente de la misma paciente identificamos un 30% de
coinfeccion. Finalmente se encontraron genotipos de VPH-AR (VPH16, VPH18 Y
VPH31) Y VPH-BR (61,70, 84) en el area de la lesion, interesantemente, en la

zona no lesionada, solo se identificaron VPH-AR.

VIII



1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES GENERALES
1.1.1 Céancer

El cancer es un grupo de enfermedades etiologicamente distintas entre si,
caracterizado por un crecimiento exacerbado de células anormales con capacidad
de invadir los tejidos subyacentes y diseminarse a otros érganos (Salomén, et al.
2006). El desarrollo del cancer se debe a distintos factores, se han propuesto diez
y juntos constituyen un principio de organizacién que proporciona un marco légico
para la comprension de la notable diversidad de las enfermedades neoplasicas
(Hanahan y Weinberg, 2000). En la figura 1.1, podemos observar algunos de los

factores involucrados en el crecimiento tumoral y la progresion al cancer.

Seflales Evasion de los
proliferativas supresores de
mantenidas crecimiento

Evitar la destruccion
por el sistema
inmune

Desregulacion
energética

Resistencia a la Capacidad
muerte celular proliferativa
ilimitada
Inestabilidad genémica Inflamacion
y mutacién promovida por el
tumor

Induccién a la Activacién de la invasién
angiogénesis y metdstasis

Figura 1.1. Factores involucrados en el crecimiento tumoral y progresion al cancer (Tomada
y modificada de Hanahan y Weinberg, 2000)



Uno de los principales eventos que ocurren en el cancer es la capacidad de las
células para mantener la proliferacion cronica, a diferencia de las células que se
encuentran en tejidos normales que controlan la produccion y liberacion de
senales promotoras del crecimiento que inducen la entrada y progresion del ciclo
celular, asegurando asi una homeostasis y por lo tanto el mantenimiento de la
arquitectura normal de los tejidos y su funcion. Las sefales que promueven la
proliferacién son transmitidas en gran parte por factores de crecimiento que se
unen a los receptores de la superficie celular, que contienen tipicamente dominios
intracelulares de tirosina-cinasa. Esto promueve la emision de indicadores de las
vias de sefalizacion intracelulares ramificadas que regulan la progresion a través
de el ciclo celular, asi como el crecimiento celular (es decir, el aumento del tamano
de la celulas); a menudo estas sefales influyen en otras propiedades de las
células, tales como la supervivencia y el metabolismo energético (Lemmon vy
Schlessinger, 2010). Por otra parte, se sabe relativamente poco acerca de los
mecanismos que controlan la liberacion de estas senales mitogénicas. Ademas, la
biodisponibilidad de los factores de crecimiento esta regulada por el secuestro en
el espacio pericelular y la matriz extracelular, y por las acciones de una compleja
red de proteasas, sulfatasas, y posiblemente otras enzimas que se liberan vy
activan, al parecer, en una forma altamente especifica y localizada (Perona, 2006;
Hynes y MacDonald, 2009; Witsch et al, 2010). Las ceélulas cancerosas pueden
adquirir la capacidad para sostener la sefalizacion proliferativa de diferentes
maneras, una de ellas es que pueden producir su propio ligando al factor de
crecimiento, al que pueden responder a través de la expresion de receptores
afines, lo que resulta en una estimulacion de la proliferacion autocrina (Bhowmick
et al, 2004; Cheng et al, 2008). La sehalizacion del receptor también puede ser
desregulada cuando los niveles de los receptores celulares en las células

neoplasicas de incrementan (Hanahan y Weinberg, 2000).

En los ultimos diez afos se ha hecho un analisis del genoma de las células

cancerosas, y se han observado mutaciones somaticas en ciertos tumores
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humanos, estas mutaciones promueven la activacion constitutiva de sefalizacion
de circuitos, provocada por receptores de factores de crecimiento activados.
Debido a este analisis se ha observado que el 40% de los melanomas humanos
contienen la activacion de mutaciones que afectan la estructura de la proteina de
B-Raf, provocando un dafo en la sefalizacién constitutiva a fravés de la actividad
de la via RAF de la proteina (MAP) quinasa (Davies y Samuels, 2010). Del mismo
modo, las mutaciones en la subunidad catalitica de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3-
quinasa), promueve la formacion de isoformas que se han detectado en una matriz
de tipos tumorales, las cuales sirven para la sobre activacion de la Pl3-cinasa de
senalizacion de circuitos, incluyendo su traductor clave de sefal Akt / PKB (Jiang
y Liu, 2009; Yuan y Cantley, 2008).

La inflamacidn cronica es otro de los factores que promueven la patogénesis del
cancer, ya que la oncogénesis es un proceso que se desarrolla a traves de
multiples mutaciones genéticas sucesivas e inestabilidad gendmica que
transforman una célula normal en neoplasica. En cada etapa las células
transformadas adquieren nuevos atributos que permiten la progresion tumoral. De
acuerdo a Hanhan y Weinberg, el desarrollo del cancer se debe a un complejo
proceso de la oncogénesis con cambios moleculares, bioguimicos y celulares,
este proceso se puede resumir en diferentes alteraciones esenciales que

adquieren las células tumorales, que a continuacién se mencionan brevemente.

1) Autonomia, ya que las células tumorales se liberan de las sefales que controlan
el crecimiento celular que puede ser por sobreexpresion de sus propios

receptores, como se describié anteriormente, o de la matriz extracelular.
2) Evitando la apoptosis, debido a las mutaciones del gen pro-apoptotico p53.

3) La inestabilidad a las sefales que controlan el crecimiento celular,

principalmente por la proteina pRB.



4) Capacidad replicativa ilimitada, por la presencia de la activacion de la ADN

telomerasa que mantiene la integridad de los telomeros de las células tumorales.

5) Angiogénesis sostenida, que permite el suministro permanente de sangre al
tumor por activacion de los factores inductores y represion de los inhibidores de la

angiogénesis.

6) Invasion celular y metastasis, por las alteraciones provocadas en las proteinas

relacionadas con la adhesion celular.

Estas alteraciones esenciales llevaron a Mantovani en el 2008, a proponer una
seéptima alteracion, esta tiene que ver con el proceso inflamatorio, el cual propone

que se puede desarrollar a través de dos vias: extrinseca e intrinseca.
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Figura 1.2 Proceso inflamatorio inducido por dos vias: extrinseca e intrinseca. (Tomada y
modificada de Mantovani, 2008).

a) La via extrinseca. Es promovida por ciertas condiciones inflamatorias
infecciosas y no infecciosas (Schottenfeld, 2006). Algunos agentes
infecciosos aumentan el riesgo de cancer en localizaciones especificas,
como el Virus de Papiloma Humano (VPH) en el cuello uterino. Las
inflamaciones cronicas no infecciosas asociadas a cancer se producen por

diversos mecanismos.



b) La via intrinseca. Es alterada por alteraciones genéticas capaces de causar
inflamacién y neoplasia (como los oncogenes). La hipétesis surgio por la
observacion de las células y mediadores inflamatorios en el microambiente
de tumores. En esta via las células transformadas por alteraciones
genéticas (como procesos de mutacion, recombinacién, amplificacién de
oncogenes o inactivacion de genes supresores) estimulan la produccion de
mediadores inflamatorios y la formaciéon de un microambiente inflamatorio

en el tumor.

Como podemos observar en la figura 1.2, ambas vias convergen en una comun,
que activa factores de transcripcion en las células tumorales como el NF-kB (factor
nuclear kB), STAT3 (transductor de senal y activador de transcripcion 3) y HIF1a
(factor inducible por hipoxia 1a). Estos factores de transcripcion coordinan la
produccion de mediadores de inflamacion, citosinas y quimiocinas, asi como
ciclooxigenasa 2 (COX2) que a su vez genera prostaglandinas como la PGE2, que
reclutan y activan leucocitos en particular de la linea mielomonocitica, las células
TAMs (macréfagos asociados a tumor) y células reguladoras. Las citosinas activan
los mismos factores de transcripcion en las células inflamatorias, estromales y
tumorales con mas mediadores inflamatorios y la formacion de un microambiente
inflamatorio. Estos y otros oncogenes coordinan programas inflamatorios
activados mediante eventos transcripcionales ligados a la angiogénesis y al

reclutamiento de células de origen mielomonocitico (Mantovani, 2008).

Asimismo, se ha descrito que los factores proteoliticos del Sistema de Activacion
del Plasmindgeno estan asociados a la activacion de la invasidon o en procesos
metastasicos. Esta es una de las caracteristicas principales del desarrollo del
cancer, ya que en los pacientes con cancer el incremento de estos factores
proteoliticos esta asociado con la progresion del tumor y con una corta sobrevida
y/o tiempo sin enfermedad (Ramirez, 2005). Recientes descubrimientos en la
biologia del cancer, con respecto a los factores proteoliticos del Sistema de

Activacion del Plasminégeno, en los cuales se ha observado que no soélo estan
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asociados con la regulacion y control del cancer establecido, ya que también se ha
visto una asociacion de estos con el prondstico, por esta razon, varios
investigadores han tratado de elucidar el mecanismo celular mediado por

proteasas en la invasion y metastasis del tumor (Lopez, 2005).

Durante la invasion y metastasis del tumor, ocurre un entrecruzamiento de las
células tumorales, las células del hospedero y la matriz extracelular por union e
interaccion en la membrana basal, la matriz extracelular y protedlisis local. La
penetracion de las células tumorales focaliza la actividad proteolitica en la
superficie celular a través de receptores para la plasmina y el activador del
plasminégeno tipo uroquinasa (u-PA). El receptor de las células tumorales para u-
PA, denominado u-PAR, une u-PA liberados de las células tumorales cercanas,
esta union u-PA/u-PAR focaliza la accién proteolitica de la superficie de las células
tumorales. ElI u-PA convierte al plasmindégeno en plasmina, y ésta degrada
proteinas de la matriz extracelular facilitando la proliferacion de las células

tumorales, asi como la invasion y mestastasis (Konecny, 2001).

La accion proteolitica del u-PA es controlada por sus inhibidores llamados
Inhibidores del Activador del Plasmindgeno tipo 1 (PAI-1} y el tipo 2 (PAI-2) los
cuales pueden unirse a la superficie de la célula asociado al complejo u-PAR/u-PA
formando un complejo trimérico enzimaticamente inactivo receptor-proteasa-
inhibidor el cual es internalizado por las células del tumor (Costantini, 1996). Al
parecer la proteasa u-PA y el inhibidor PAI-1 estan presentes en el tumor para
lograr limitar la protedlisis mediada por el receptor de la u-Pa. La internalizaciéon y
reciclaje de la u-PAR puede restaurar la actividad proteolitica asociada a la
superficie celular. Otras proteasas conocidas como catepsinas y metaloproteasas
se ha visto que estan involucradas en la invasion y metastasis tumoral

interactuando con el u-PA en una cascada (Andreasen,1997).

Estudios clinicos han demostrado que en general los tumores elevan los niveles

antigénicos de u-PA, u-PAR y/o PAI-, pero disminuyen los niveles de PAI-2, lo cual
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conduce a la progresion de la enfermedad y a la metastasis del tumor. La
determinacion de los factores proteoliticos es de gran importancia en la clinica
para definir pacientes de alto riesgo afectados con tumores sélidos malignos
(Andreasen, 1997).

Fuertes evidencias han demostrado que la u-Pa, u-PAR y/o PAI-1 o PAI-2 son
predictores de pobre prondstico en pacientes con cancer de ovario, endometrio,
cuello uterino, vejiga o rinon. Kuhn y colaboradores en 1994 y Konecny y
colaboradores en 2001 determinaron la existencia de un fuerte impacto prondstico
del u-PA y PAI-1 en pacientes con cancer de ovario en estado avanzado, las
pacientes con bajos niveles de u-PA y PAI-1 en su tumor primario tienen mucho
mejor pronéstico (sobrevida) que las pacientes con elevados niveles de estos

factores (Konecny, 2001).



1.1.2 CANCER CERVICO-UTERINO (CaCu)

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la primera neoplasia en paises en vias de
desarrollo. De acuerdo con las estimaciones de la Organizacién Mundial de la

Salud (OMS), desafortunadamente las muertes por neoplasias seguirdan en

aumento y alcanzaran los 12 millones de casos en el aino 2015 (OMS, 2010).
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Figura 1.3. Tasa de mortalidad por cada 100,000 mujeres, a causa del CaCu. (Tomada y

modificada www.thelancet.com).

En México, como en otras partes del mundo el CaCu es el segundo cancer mas
frecuente y ocupa el segundo lugar en mortalidad sélo siendo superado por el
Cancer de Mama. El Instituto Nacional de Geografia e Informéatica (INEGI) de
México reportdé que en 1998 murieron 4,545 mujeres y en el 2007 fallecieron
4,046 por esta causa. Por lo anteriormente expuesto, se puede concluir que la
infeccién por VPH, sobre todo la que persiste y produce CaCu es un problema de

Salud Publica y como sefiala Suarez E. “causa el mayor nimero de afios de vida



potencialmente perdidos y también le produce altos costos a los sistemas de

salud” (Franco-Cardenas, 2009).

El CaCu solia ser la primera causa de muerte por cancer en las mujeres en
Estados Unidos. Sin embargo, en los ultimos 40 afos, el numero de casos de
CaCu vy las muertes relacionadas con este cancer han disminuido
significativamente. Esta disminucion se debe en gran parte a que muchas mujeres
estan haciéndose pruebas de Papanicolaou periddicamente, lo que permite
identificar células precancerosas en el cuello uterino antes de que se conviertan
en cancer (MMWR, 2012).

En el 2011 (el ano mas reciente sobre el que hay datos disponibles):

« 12,109 mujeres en los Estados Unidos recibieron un diagnostico de CaCu.
o 4,092 mujeres en los Estados Unidos murieron por esta enfermedad.

Se estima que cada afno se registran en Estados Unidos 11,967 casos nuevos
de CaCu asociado al VPH. Mas mujeres de raza negra e hispanas reciben
diagnosticos en estadios avanzados de la enfermedad que las mujeres de otras
razas o grupos étnicos, posiblemente debido a que tienen un acceso menor a las

pruebas de Papanicolaou y a los tratamientos respectivos (MMWR, 2012).

El CaCu es uno de los mas frecuentes en Espana ya que este supone el 13% de
los canceres en mujeres, con una incidencia en Espana de 7-13 de cada 100.000
mujeres por ano. Mas del 95% de casos de cancer cervico-uterino afecta al

revestimiento del utero (endometrio) (Gonzalez 2014).

La ECCA (Asociacion Europea de Cancer Cervical) trabaja para lograr la
reduccion del CaCu en Europa promoviendo un diagnostico oportuno sobre este
tipo de cancer y los medios por los cuales se puede prevenir. Apoyandose en la
experiencia de investigadores. clinicos y organizaciones sanitarias publicas de

toda Europa, la ECCA ha elaborado los siguientes folletos:
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e CaCu

e Virus Papiloma Humano (VPH) y CaCu

e Seguimiento y Tratamiento de una Citologia anormal
El CaCu es precedido por lesiones precursoras, las cuales se clasifican como
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) con tres grados progresivos (NIC |, Il y
I11) (Richart, 1973). Otra clasificacion son las lesiones intraepiteliales de bajo grado
(LIEBG) y de alto grado (LIEAG), donde LIEBG equivale a NIC |, mientras que
NIC Il y NIC lll equivalen a las LIEAG (Salomén et al., 2001). Estas clasificaciones
se basan en las alteraciones morfoldgicas que presentan los epitelios endo y
exocervical. Esta establecido que la infeccién por VPH es causa necesaria para el
desarrollo del CaCu, pero no es suficiente la presencia del virus (Walboormers,
1999). Desde que se presenta la infeccion por VPH hasta el desarrollo del CaCu
pueden transcurrir entre 15 a 20 afios. Los VPH son altamente transmisibles y la
mayoria de los hombres y mujeres sexualmente activos adquiriran la infeccion
durante su vida. Las infecciones genitales por el VPH son transmitidas
principalmente por contacto sexual, pero no exclusivamente durante el coito.
Mientras la mayoria de las infecciones son transitorias y benignas, la infeccion
genital persistente con ciertos genotipos virales pueden conducir al desarrollo de

lesiones precancerosas y de cancer en la region anogenital (Woodman 2007).

Muchos virus que originan infecciones persistentes debido a su capacidad de
modular o evadir la respuesta inmune, son caracterizados por una replicacion viral
continua a bajos o altos niveles (por ejemplo, el virus de la inmunodeficiencia
humana y el virus de la hepatitis B) o por periodos de reactivacion de una infeccion
latente seguida por intervalos libres de la enfermedad (por ejemplo, el virus del
herpes simple). Esto puede conducir a una variedad de problemas cronicos
incluyendo neoplasias, inmunosupresion, enfermedades autoinmunes y falla

organica selectiva (Martinic, 2008).
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Las mujeres son infectadas por alguno de estos virus poco tiempo después del
inicio de la vida sexual activa, y la mayoria de las infecciones ocurren en mujeres
menores de 25 afnos (Smith, 2008). Después de esa edad, la prevalencia
disminuye rapidamente. En mujeres de edad media, las infecciones por VPH son
transitorias, volviendo a observarse un incremento en las infecciones en mujeres

de los 30 anos en adelante (Bosco, 2007).

El CaCu esta caracterizado por una fase pre-maligna bien definida, la cual puede
ser detectada por examen citolégico de células cervicales exfoliadas (prueba de
Papanicolaou). Desde la implementacion de la citologia (Pap), la tasa del CaCu ha
disminuido considerablemente (Nanda, 2000), y a pesar de que la mayoria de las
mujeres que han fallecido por CaCu nunca se realizaron una prueba de Pap,
muchas de ellas recibieron resultados negativos de su prueba. Esto se debe a que
la sensibilidad de la citologia es limitada por el error del muestreo, donde pocas
células son colocadas en el frotis, agregandose el error de interpretacion, donde
pocas células anormales no son identificadas entre la multitud de células normales
que también se encuentran en el frotis cervical bien tomado. El error de muestreo
mas comun es la falta de células de la zona de transicion cervical (Boulet, 2008).
Otro problema asociado al Pap, se reporta como resultado ASCUS (del inglés
“atypical squamous cells of undetermined significance” que significa: células
atipicas escamosas de significado incierto), el cual es un hallazgo citolégico
sugestivo, pero no concluyente de lesiones escamosas intraepiteliales. Esto
genera incertidumbre en el médico hacia la conducta a seguir. ASCUS permanece

como una entidad que se reporta en 5-10% de las pruebas de Pap (Nanda, 2000).

En los ultimos afos, con la intensa investigacion que se ha realizado sobre la
patogénesis del CaCu, se ha logrado un gran progreso en la comprension de esta
enfermedad. La infeccion genital con VPH-AR es muy comun y la mayoria de los
individuos se curan de la infecciéon con el tiempo, pero aproximadamente el 15%

de las pacientes, no pueden eliminar el virus. La infeccidn persistente con un virus
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VPH- AR es el principal factor de riesgo para desarrollar cancer del tracto genital
inferior (Mayrand, 2007).

Zona superficial

Zona media

Placa basal|_
Base de membrand"~
Dermis| ..

Figura 1.4. Carcinogénesis mediada por VPH de alto riesgo. (Tomada y modificada de
Woodman et al, 2007).

El CaCu ocurre en dos formas predominantes: carcinoma escamoso Yy
adenocarcinoma y al igual que los otros tipos de cancer, es una enfermedad
multifactorial en la que participan diferentes factores genéticos y ambientales,
siendo la principal neoplasia asociada al VPH, ya que el 99% de los casos lo
presentan (Walboomers, 1999). Los otros factores de riesgo asociados al
desarrollo de esta neoplasia maligna son: promiscuidad, actividad sexual a
temprana edad, historial de otras enfermedades transmitidas sexualmente,
verrugas genitales, pareja sexual con CaCu o cancer de pene, persistencia y
carga viral altas, coinfeccion con otros virus como el Herpes simple (HSV) tipo 2,
Citomegalovirus (CMV) y Herpesvirus humano tipos 6 y 7 asi como otros

microrganismos patdégenos como por ejemplo Trichomonas vaginalis (Negrini,
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2001). Conjuntamente, diversos estudios han relacionado el uso prolongado de
anticonceptivos orales con la alta positividad al ADN viral; y se sabe que la region
larga de control (LCR por las siglas en inglés) en el genoma viral contiene
elementos de respuesta a glucocorticoides inducibles por hormonas esteroides
como la progesterona y la dexametasona favoreciendo con esto el establecimiento
de los virus (Magnusson, et al, 2000). Por otra parte, la infeccion es mas comun en
mujeres jovenes sexualmente activas de 18 a 30 afios de edad, y después de los
30 anos decrece la prevalencia. Mientras tanto, el CaCu es mas comun despues
de los 35 afos, lo que sugiere infeccion a temprana edad y progresion lenta a
cancer. Aunado a esto, la predisposicion genética representa el 27% del efecto de
los factores subyacentes para el desarrollo del tumor, por lo que de cada individuo
el genoma determina la susceptibilidad a la infeccion por VPH, la capacidad para

resolverla y el tiempo de desarrollo de la enfermedad (Magnusson, et al, 2000).
1.1.3 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH)

1.1.4 Clasificacion taxonomica de VPH

Inicialmente los virus del papiloma se incluyeron, junto con los poliomavirus,
dentro de una misma familia, la familia Papovaviridae, debido a que ambos son
virus con genomas de ADN circular de doble cadena, y con capsidas icosaedricas
sin envoltura (Bernard, 2005). Dado que posteriormente se ha visto que los dos
grupos de virus tienen genomas de distinto tamano, organizaciones genomicas
completamente diferentes y poca similitud de secuencia, han sido reconocidos por
el Comité Internacional de Taxonomia de Virus como familias separadas,
Papillomaviridae y Polyomaviridae (Villiers et al., 2004). La familia Papillomaviridae
comprende una serie de virus especificos de hospedero, que han sido detectados
en muchas especies animales, asi como en humanos (Burd, 2003). Se han
descrito mas de 200 papilomavirus, identificandose alrededor de 100 tipos
especificos de humanos (Villiers et al, 2004), de los cuales al menos 30 son

capaces de infectar la mucosa genital. Los VPH se clasifican de acuerdo a las
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diferencias de secuencia en el gen L1 que codifica la proteina mayoritaria de la
capside (L1). Se trata de un gen bien conservado entre todos los miembros de la
familia Papillomaviridae. Asi, se habla de género de VPH, cuando existe al menos
un 60% de homologia; de especie cuando existe entre 60 y 70%; de tipo entre 71
y 89%; de subtipo entre 90 y 98% y de variante cuando existe mas de un 98% de

homologia en la secuencia del gen que codifica para la proteina L1.

Los VPHs se dividen en 16 géneros, denominados con una letra del alfabeto
griego (Figura 1.5). Segun esta clasificacion, los VPHs se agrupan dentro de 5
clados: alfa, beta, gamma, mu y nu. Los tipos de VPH asociados con el cancer
cervical, denominados tipos de alto riesgo, pertenecen al género alfa-
papilomavirus y se encuentran en las especies 5, 6, 7, 9 y 11 (Schiffman et al.,
2005). EI VPH16 es el tipo que se encuentra con mayor frecuencia en los casos de
CaCu, perteneciendo a la especie 9, mientras que el siguiente tipo mas comun, el
VPH18, es un miembro de la especie 7. El VPH6, responsable de la mayoria de

las verrugas genitales, pertenece a la especie 10.
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ARBOL FILOGENETICO DE PAPILLOMAVIRUS

Figura 1.5 Arbol Filogenético de Papillomavirus. Los 16 géneros de la familia Papillomaviridae.
(Tomada y modificada de Villiers et al., 2004).

Debido a que la infeccién es transmitida principalmente por contacto sexual, otras
neoplasias de la regién genito-urinaria se han asociado también a VPH, tales
como el cancer de pene, ano, vulva y vagina, asi como de cabeza y cuello, boca y
orofaringeo (Brown, 2007). Basado en el analisis de sus secuencias de ADN, se
han identificado alrededor de 130 tipos virales de VPH, de los cuales la mayoria
no causa ningun sintoma en la gran parte de la poblacién. Entre 30 y 40 de estos
tipos de virus de papiloma humano (VPH) se transmiten via contacto sexual e
infectan la regiéon anogenital y pueden producir lesiones epiteliales malignas y
benignas tales como papilomatosis laringeas, verrugas genitales y cutaneas como
se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Lesiones provocadas por virus de papiloma humano.

Enfermedad Tipo VPH
Verruga comun 2,7
Verruga plantar 1,2,4

Verruga cutanea chata 3,10

Verruga genital anal
Cancer en regiones genito-urinarias
(vulva, pene, vagina, ano)
Epidermodisplasia verruciforme
Hiperplasia focal epitelial (oral)

Papilomas orales

6, 11,42, 43, 44, 55 y otros
16, 18,31, 33, 35,39, 45, 51

mas de 15 tipos
13,32
6,7,11,16, 32

Tomado y modificado de Brown, 2007.

Epidemiolégicamente, los VPH han sido clasificados en bajo y alto riesgo, de
acuerdo a su asociacion con lesiones premalignas y malignas (Tabla 1 y 2). Doce
VPH mucosos han sido clasificados como tipos de bajo riesgo los cuales estan
asociados a estados asintomaticos o a lesiones benignas tales como cervicitis no
especifica, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado o verrugas genitales
(condiloma acuminado). Actualmente se reconoce que practicamente todos los
canceres cervicales, tanto de tipo escamoso como glandular, estan causados por
infecciones cervicales persistentes por alguno de los 18 tipos de VPH oncogeénicos
(VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 73, 26, 53, 66) (Gravitt,

et al, 2007).

Tabla 2. Clasificacion epidemioldgica de los VPH.

TIPO DE RIESGO

TIPOS DE VPH

ALTO RIESGO 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 73, 26, 53, 66.

BAJO RIESGO 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,61, 70, 72, 81

Tomado de Munoz, 2003.



Los tipos de VPH-AR difieren en su capacidad carcinogénica, siendo VPH16 y
VPH18 los de mayor importancia debido a que se han encontrado en el 70% de
los casos de CaCu (Clifford, 2006). De estos el VPH18 se ha relacionado a mayor
agresividad, ya que la sobrevida de las pacientes es menor, respecto a VPH16 y
otros tipos virales (Lai et al., 2007). Aunque VPH16 y 18 son los de mayor
frecuencia a nivel mundial, en México existen ciertas diferencias con respecto a la
frecuencia de estos a nivel mundial. En la poblacion mexicana la prevalencia de
VPH16 es del 56.8%, mientras que a nivel mundial es del 54.4%, la prevalencia de
VPH18 en la poblacion mexicana es de 10.7% y a nivel mundial es de 16.5%. La
prevalencia del VPH31 en la poblacion mexicana ocupa el tercer lugar con el
7.7%, mientras que a nivel mundial ocupa el sexto lugar con el 3.6%, como se
puede observar en la figura 1.6 la cual muestra un comparativo de la distribucion

de los tipos de VPH en CaCu a nivel mundial y en México
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Figura 1.6. Distribucion de los genotipos de VPH asociados a CaCu en México y a nivel
mundial (Tomada y modificada de OMS, 2010)
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Como se puede observar en la figura1.6, existen ciertas diferencias en cuando a la
frecuencia de VPH18, la cual es menor en México, asi como una relativa alta
frecuencia de VPH31 y 45, lo cual también depende de la region geografica. Se ha
mostrado que las pacientes con CaCu infectadas con VPH-AR 31, 35, 52 y 58
tienen una mayor sobrevida, respecto a las infectadas con VPH16 y/o 18 (Lai,
2007). Ademas de las diferencias clinicas de los VPH, también se han
demostrado diferencias funcionales en los VPH-AR, ya que las proteinas E6 de
estos tipos de VPH degradan con diferente eficiencia a proteinas tales como p53
(Hilles, 2006). Actualmente, la clasificacion de los diferentes tipos virales se realiza
por comparacion de la secuencia nucleotidica del gen L1, una de las regiones mas
conservadas dentro del genoma viral. Un nuevo tipo viral se define cuando se
identifica un nivel de variacién mayor al 10% en la secuencia de L1 respecto a la
secuencia de los tipos previamente clasificados, un subtipo entre el 10 y 2% y una

variante menos del 2%. (Hans-Ulrich, 2005).

Los papilomavirus han cohabitado con la especie humana a lo largo de miles de
anos, sufriendo pocos cambios en su composicion génica. El analisis de los
genotipos de VPH resulta importante por distintas razones, dentro de eéstas se
encuentra que los VPH son tejido especificos y en general producen diferentes

tipos de lesiones (Hans-Ulrich, 2005).

1.1.5 EPIDEMIOLOGIA DEL VPH

Se especula que hace miles de afios, cuando la especie humana evoluciono, los
tipos de VPH ya existian con genomas muy parecidos a los de hoy en dia. Las
distancias genéticas entre los aislados virales evolucionaron en paralelo con los
grupos étnicos humanos y con la dispersion de estos alrededor del mundo. Como
consecuencia, ciertas variantes virales predominaron en grupos étnicos humanos
definidos y aislados, como aquellos que colonizaron primero el continente

americano hace unos 12 000 anos.
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En México los inmigrantes europeos se mezclaron con los nativos y hoy en dia la
poblacion contiene las variantes virales especificas de cada grupo étnico. Todos
los tipos virales hoy en dia, tienen variantes genémicas y éstas difieren entre si
por 1-5% en su secuencia del ADN (Yamada, et al. 1997). Ademas de los factores
de riesgo para la progresion a CaCu ya mencionados, las variantes virales
intratipo podrian ser otro factor de riesgo importante, pues diversos estudios
sugieren que estas difieren bioldgicamente en su potencial oncogénico (Xi, et
al.,1998).

Si bien se han clasificado 15 tipos de VPH como de alto grado, estos difieren en
su capacidad carcinogénica, siendo VPH16 y VPH18 los de mayor importancia
debido a que se han encontrado en el 70% de los casos de CaCu (Clifford, 2006).
De estos el VPH18 se ha relacionado a mayor agresividad, ya que la sobrevida de
las pacientes es menor, respecto a VPH16 y otros tipos virales (Lai et al., 2007).
Aunque VPH16 y 18 son los de mayor frecuencia a nivel mundial, existen ciertas
diferencias en cuanto a frecuencia de otros tipos virales de acuerdo a la region
geografica. En nuestro pais se han realizado algunos estudios enfocados a

identificar los tipos virales (Tabla 3).
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Tabla 3: Distribucién de los tipos de VPH en CaCu en México

Estado de la Tipo de Virus del Tipo de lesion N Referencia
Republica Papiloma
Morelos 102 positivas de alto Lesiones 274 Hernandez Girén, 2005
riesgo con malignas
VPH:16,18,31,33,35,3 genitales
9,45,51,52,56,58,59 y
68
San Luis Potosi VPH tipo 16 CaCu 38 Lopez-Revilla, 2009
Oaxaca VPH tipo 6,11,16 y 18  Verruga genital 326  Secretaria de Salud,2009
anal
Distrito Federal VPH de tipo 16y 18 CaCu 154 Adela Carrillo, M en
C,2004
Distrito Federal VPH de tipo 16 CaCu 181 Jaime Berumen, 2001.
Distrito Federal VPH de tipo 16, 58 y Lesiones de 421 PiAa-Sanchez, et al,
18 alto y bajo 2006.
riesgo.
Yucatan VPH 58 LIEBGy LIEAG 40 Gonzalez-Losa,et al,

2004.

El analisis de los genotipos de VPH resulta importante por distintas razones,

dentro de éstas se encuentra el hecho de que los VPH son tejido especificos y que

de manera general producen diferentes tipos de lesiones.
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1.1.6 ESTRUCTURA MOLECULAR DEL VPH

Los virus del papiloma (VP) infectan especificamente el epitelio escamoso de mas
de 20 especies diferentes de mamiferos, asi como aves y reptiles (Hans-Ulrich,
2005).

El VPH es un virus relativamente pequefio de estructura icosaédrica, que no tiene
envoltura lipidica y cuyo material genético es una molécula de ADN circular de
longitud cercana a los 8000 pb. Su genoma puede dividirse en una region
codificante con ocho genes que se transcriben en un ARNm policistrénico y una
regién no codificante. La region no codificante se conoce como LCR (del inglés
Long Control Region) y tiene funcién reguladora ya que posee el sitio de origen de
replicacién, una regién promotora (p97 en VPH16) y una secuencia intensificadora
que controla la trascripcion de los genes virales. Por su parte, la region codificante
esta dividida en dos regiones de expresion, temprana y tardia. Los primeros genes
(E1, E2, E4, E5, E6 y E7) estan relacionados con la modulacién de los procesos
de transformacién celular, replicacion y transcripcion viral. La regiéon de expresion
tardia contiene los genes L1 y L2 que codifican para las dos proteinas

estructurales de la capside (Figura 1.7).

Capside Proteinica Mayor
L)

Acido Nucléico Viral
(ADN)

Figura 1.7. Estructura del Virus de VPH. A) Modelo tridimensional del VPH. B) Organizacion del
genoma de VPH. (Fuente Taylor & Francis Books, 2004 (UK).
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Tabla 4: Funciones de los productos génicos del VPH.

PROTEINAS FUNCIONES TAMANO Interacciones con
VIRALES proteinas celulares
TEMPRANAS
E1 Replicacion del ADN viral 2000pb Desconocida
y mantenimiento
episomal.
E2 Transcripcion viral y 1100pb Proteina A, factor C, PCNA,
replicacion, factor lIA
transformacion.
E4 Se desconoce hasta el 260pb Citoqueratinas
momento
E5 Proteina transformante, 230-250pb EGFR, ATPasa de H+,
inhibicion de la PDGF, p125
degradacion de EGFR
E6 Proteina transformante 450-500pb E6-AP, E6-BP, p53
E7 Proteina transformante 300-320pb p105RB, p107, p130, p300,
AP-1, TBP, p33cdk2,ciclinaA
ES8 Reprime la replicacion 20kDa Se une a E2 viral, formando
viral y la transcripcion E2"ES8
TARDIAS
L1 Principales proteinas de 57kDa Desconocida
la capside
L2 proteinas minoritaria de la 43-53kDa Desconocida
capside

Tomada y modificada de Boulet G, 2007
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El ciclo de vida del VPH esta ligado al programa de diferenciacion de la célula
epiteial infectada, el queratinocito, pero la expresion de altos niveles de proteinas
virales y el ensamblaje viral ocurre exclusivamente en los estratos superiores, es
decir, en el estrato espinoso y en el epitelio granuloso del epitelio escamoso (Pett,
2006). Las células en la capa basal consisten en células troncales y células en
transito que se estan dividiendo continuamente y proveen un reservorio de células
para las regiones suprabasales (Middleton, 2003). La infeccion de estas células
por el VPH conduce a la activacién de la expresion en cascada de los genes
virales que provoca la produccion de aproximadamente 20 a 100 copias
extracromosomicas del ADN viral por célula. Este promedio de nimero de copias
es establemente mantenido en las células basales indiferenciadas a traves del
curso de la infeccion (Middleton, 2003). La integracion viral es mas comun que
ocurra en las células que contienen este numero de episomas. En los episomas, la
expresion de genes virales es minima y en particular, la expresion de los
oncogenes E6 y E7 esta bajo un control muy estricto de la LCR, y sus proteinas
son discretamente detectables. Cuando el queratinocito infectado entra al
compartimento de diferenciacion, sale del ciclo celular, hay una regulacion positiva
de la expresion de los genes virales, ocurre la replicacion del ADN viral y entonces
el numero de copias virales aumenta al menos a 1000 copias/célula, y se observa
abundante expresion de los genes tempranos E6 y E7 y de los genes tardios
(Figura 1.8) (Longworth, 2004). Las infecciones genitales por el VPH son
transmitidas principalmente por contacto sexual, se considera que es a traves de
microabrasiones del epitelio que se expone a la infeccion viral a las células de la

estrato basal (Alazawi, 2002).
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Figura 1.8. Ciclo de vida de VPH, ligado al programa de diferenciacién de la célula huésped

infectada. Los VPH infectan dos tipos de epitelios especificamente, el cutaneo y el de mucosas,
en ambos epitelios infectados se puede detectar la presencia de las proteinas virales en diferentes
estratos, la expresion de las proteinas virales va a depender del ciclo replicativo del virus (Tomada
y modificada de Longworth, 2004).

1.1.7 INTEGRACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Los VPHs pueden encontrarse en el material cervical en forma de episomas, en
formas integradas o en forma mixta lo cual quiere decir que contiene ambas. La
integracion del ADN viral usualmente estd dada por una delecién o alteracién del
gen viral regulador E2, de esta manera se mantiene un segmento variable que
incluye a los oncogenes E6 y E7 y a la region LCR que se encuentra corriente
arriba. La sobreexpresion de E2 por los factores de transcripcion de la célula
hospedera con el VPH-AR integrado, puede reprimir al promotor temprano del

virus provocando una disminucion drastica en la expresion de los genes E6 y E7.
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Asi, la integracion del VPH-AR y la delecion o alteracion de E2 conduce al
aumento de expresion de los oncogenes virales (Jeon, 1995). Las células que
tienen integrado al VPH-AR adquieren una ventaja de crecimiento sobre las
células que albergan episomas del VPH-AR (el estado natural del virus en
infecciones productivas) y muestran un aumento de inestabilidad gendmica (Jeon,
1959). La integracion viral al genoma de la célula hospedera ocurre
frecuentemente en la region de los genes E1 0 E2 lo cual ocasiona ruptura del gen
E2, que es un regulador negativo de la transcripcion de los genes tempranos E6 y
E7, lo cual provoca la expresion de los oncogenes E6 y E7. Los transcritos
derivados del virus integrado son mas estables que los derivados del ADN viral
episomal, y la integracion del VPH16 ha sido asociado con una ventaja de
crecimiento selectiva en las células afectadas (Herdman, 2006). La prevalencia en
células exfoliadas de cérvix o de tejido cervical de episomas o formas integradas
del VPH o ambas, varia segun el grado de severidad de la enfermedad, del tipo de
VPH que se encuentre presente y del método utilizado para determinar el estado
fisico del virus (Evander, 1997). Se ha propuesto que la identificacion de formas
integradas del VPH podria ser un biomarcador muy util para la enfermedad
progresiva. Sin embargo, hay varios problemas con esta propuesta. Primero, la
identificacion del pequefio nimero de formas integradas sobre una base de formas
episomales es un reto técnico cuando solo estan disponibles células exfoliadas
para el analisis. Segundo, si los genomas integrados estan transcripcionalmente
silentes, o0 si se obtienen poco tiempo después de la integracion, entonces su
deteccion puede tener una utilidad pronostica limitada (Bosch, 2002). Aunque las
formas integradas se detectan en mas del 40% de las mujeres con Lesiones
Intraepiteliales de Alto Grado, la transcripcion activa de las formas integradas se
ha reportado solamente en el 15% de las pacientes (Zur Hausen, 2002). La
deteccion de transcritos derivados de virus integrados nos proporcionaria
informacion prondstica mas util. Sin embargo, se ha demostrado que en los
queratinocitos cervicales a los cuales se integrara el virus, solamente puede haber

transcritos después de que ocurra una disminucion del numero de episomas que
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expresen E2 (Middleton, 2003). Esta pérdida del gen E2 en los episomas se
asocia con la activacion endégena de los genes antivirales aumentando la
expresion de los oncogenes virales en las células que poseen las formas
integradas (Bechtold, 2003). Una vez que el virus logra penetrar a la célula
hospedera inicia la expresion de sus genes. Como ya se mencioné anteriormente
los productos de los genes pueden ser divididos en tempranos (E) y tardios (L),
dependiendo del momento en que se expresan durante el ciclo de replicacién viral.
Las moléculas criticas son E6 y E7, las cuales inactivan funcionalmente los
productos de dos genes supresores de tumores muy importantes, el gen p53 y Rb,
respectivamente. Ambos oncogenes inducen la proliferacion, inmortalizacion y

transformacion maligna de las células infectadas (Jeon, 1985). (Figura 1.9).

Figura 1.9. Patogenia de la infeccion por VPH. Acciones de las distintas proteinas codificadas
por VPH. (Tomado de Ramon, 2013).
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El genoma de VPH codifica una proteina para la replicacion del ADN viral, la
enzima E1 y ademas la proteina viral E2, fuera de ello, la replicacién viral es
totalmente dependiente de la maquinaria de sintesis del ADN celular. El problema
para los virus es que las ADN polimerasas celulares y los factores de replicacion
so6lo se producen en células con mitosis activa. Para resolver este problema, los
virus codifican proteinas del ciclo de vida viral, que reactivan la sintesis de ADN
celular en células diferenciadas, inhibiendo la apoptosis y retardando el programa
de diferenciacién del queratinocito infectado, creande un ambiente que es
permisivo para la replicacion del ADN viral (Wentzensen, 2004). Los detalles a
fondo no son bien conocidos, pero los genes virales centrales para estas
funciones son el E6 y el E7 (Moody, 2010). En esta esirategia de replicacion el
ADN viral se replica y el virus se ensambla en una célula que estaba destinada a
morir por causas naturales; no hay citdlisis inducida por el virus, no hay necrosis y
de ahi que no induzca inflamacion, lo cual dificulta la activacion de las células
dendriticas y del inicio de una respuesta inmune efectiva. Este virus no produce
viremia, por lo que pasa desapercibido por el sistema inmune. Ademas, al igual
que todos los ADN virales, tiene mecanismos para inhibir la sintesis de interferon
por la célula hospedera. Estas estrategias virales generan infecciones cronicas por
largos periodos de tiempo sin generar sintomatologia en el hospedera (Pett, 2004).
(Figura 1.10).

Cancer Cervical

Figura 1.10. Cambios en el modelo de expresion que acompaiian la progresiéon del cancer

cervical. (Tomada y modificada de Pett, 2004).
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Las particulas infecciosas entran a las células basales o germinales a traves de
una abertura en el epitelio estratificado. Tal abertura puede ocurrir en condiciones
donde la piel tenga alguna lesion o microtrauma. Para los VPH-AR como VPH 16,
la formacion de lesiones cervicales se facilita por la infeccion de células
columnares que después formaran la capa basal del epitelio estratificado de la
zona de transformacion. No se ha identificado un receptor de membrana definido
para la entrada del virus, aunque el complejo integrina a6 — B4 se ha propuesto
como candidato. Ademas se ha visto que la entrada depende de la presencia de
los proteoglicanos de sulfato de heparina presentes en la membrana plasmatica,
que podrian ser el lugar de union inicial previo al reconocimiento por el receptor
(Hsieh, 1988). La internalizacion del virus ocurre por endocitosis de vesiculas
cubiertas de clatrina (Pinto, 1999). El desensamble del virion puede ser a traves
del rompimiento de enlaces disulfuro internos de la capside, dado el ambiente
reductor de la célula, lo que permitiria el transporte del ADN viral al nucleo de ésta
(Brandsman, 1989).

Asi entonces el mecanismo de accion de los VPH de alto riesgo en el desarrollo
de la neoplasia cervical, se explica principalmente por la accion de dos de sus
oncoproteinas virales E6 y E7. Estas tienen la capacidad de inmortalizar y
transformar queratinocitos, confiriendoles un alto grado de inestabilidad
cromosoémica. La expresion continua de estos genes, es requisito indispensable
para mantener el crecimiento neoplasico de las células del cérvix. Estudios del
mecanismo molecular del proceso de transformacion, han revelado un complejo
patron de interacciones de estas proteinas virales con reguladores celulares,
involucrados en procesos biologicos como: apoptosis, proliferacion vy
diferenciacién celular (von Knebel, et al., 2002). Se considera que el evento de
integracion del genoma del VPH al genoma de la célula hospedera es fundamental
en la progresion a cancer (Jayshree, et al, 2009), debido a lo que hemos
comentado de la sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7 por la pérdida de

E2, proteina implicada en su regulacion.
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Figura 1.11. Mecanismos de VPH en la carcinogénesis. (Tomada y modificada Protocol,
IARC,1997).

La figura 1.11 muestra de una manera esquematica algunos de los componentes
principales de la transicion de la infeccién por VPH a cancer. Mientras que las
infecciones subclinicas son en gran medida transitorias, la progresion esta
estrechamente relacionada con la persistencia del ADN viral. Este proceso se
acompana con frecuencia de un trastorno viral en las regiones E1/E2 y la
integracion en el ADN celular (Alberts et al.1994).

Numerosos estudios han abordado la estructura, el mecanismo de accion y el
poder oncogénico de los diferentes tipos de VPH. Evidentemente, la influencia de
un solo factor no transforma a una célula normal en una que prolifera sin
restriccion. Muchas evidencias indican que es necesario que sobre una célula
sucedan de 3 a 7 eventos mutacionales independientes para que ocurra la
transformacion maligna (Alberts et al.1994). La infeccion por VPH parece ser la
"causa fundamental" en la génesis del CaCu, sin embargo la contribucion de otros
factores de riesgo asociados a la etiologia de los tumores en el cérvix no ha
recibido la debida atencion, teniendo en cuenta que sélo pocas mujeres infectadas
con VPH desarrollan lesiones intraepiteliales de alto grado y carcinoma in situ. El
CaCu continta siendo, a nivel mundial la segunda causa de muerte por

enfermedades malignas (Bosch et al., 2002) por lo que el conocimiento exacto de
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las bases moleculares de los factores de riesgo constituye un elemento esencial

para lograr mayor entendimiento de la enfermedad.

1.1.8 FACTORES ASOCIADOS AL RIESGO QUE PREDISPONEN AL
DESARROLLO DEL CaCu Y LA INFECCION CON VPH

[ Relacién de CaCu y Anticonceptivos orales

Ha sido reportado que el uso de anticonceptivos orales por mas de 5 afos es un
cofactor que incrementa 4 veces el riesgo de padecer CaCu en mujeres
portadoras de VPH (Bosch et al., 2002). Otro hallazgo de las investigaciones
epidemiolégicas expone que tras un diagnéstico de displasia, en aquellas mujeres
que consumen anticonceptivos orales, la progresion a carcinoma in situ s mas
rapida (Moreno et al., 2002). Existen varios mecanismos por los cuales las
hormonas sexuales (estrogeno y progesterona) pueden catalogarse como factores
que favorecen los efectos celulares de la persistente infeccion por el VPH. Uno de
ellos es que en ausencia de hormonas, el receptor para estas es inactivo y se
localiza en el nucleo de la célula blanco como un gran complejo molecular

asociado a muchas proteinas de choque térmico (Edward et al., 2000).

Cuando la hormona se une a su receptor, se produce un cambio conformacional
que provoca la dimerizacion del receptor, adquiriendo capacidad de union a
secuencias especificas de ADN (Edward et al, 2000). Existen regiones de
regulacion de la transcripcion del ADN viral que contienen elementos de
reconocimiento a hormonas (Von Knebel, et al., 1997) y que aumentan el nivel de

expresion de 2 genes virales el E6 y el E7 (Bosch et al., 2002).

Otro mecanismo descrito es la accion sobre determinados genes asociados a la
regulacion del ciclo celular y al programa de muerte celular. Estas hormonas
inhiben la transactivacion transcripcional mediada por p53 de genes involucrados

en el arresto del ciclo celular y la apoptosis (Edward et al., 2000).
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También los esteroides inhiben la efectiva respuesta inmunolégica contra las
lesiones inducidas por VPH, particularmente a través de la inhibicion de la
expresion del MHC |y II, moléculas encargadas del reconocimiento y presentacion

de péptidos virales (Von Knebel, y et al.,1997).

Il Relacion de CaCu y Tabaco

El tabaquismo se ha asociado con la presencia de carcinomas de célula
escamosa, predominante en el CaCu, el de pulmén y el de laringe. Se ha
propuesto la hipotesis de que los carcindégenos procedentes del consumo del
tabaco (nicotina y cotina), al ser trasportados por el sistema circulatorio y llegar al
epitelio cervical, puedan iniciar o actuar como co-carcinégenos en las células ya
afectadas por agentes transformantes posiblemente por transmision venérea como
el VPH (Edward et al., 2000).

Otro mecanismo atribuido a este factor para explicar su efecto en el CaCu, es la
induccion indirecta de inmunosupresion y la reduccion de antioxidantes

provenientes de la dieta.

Sin embargo, actualmente se le da una importancia moderada a este factor pero
se acepta que, junto a otros, aumenta 3 veces el riesgo de padecer la enfermedad
comparado con las mujeres no fumadoras (Acladious et al,2002) y se ha

reportado que existe una fuerte relacion dosis-riesgo (Deacon et al., 2000).

1. Relacion de CaCu, dieta y factores nutricionales

El estado nutricional puede influir en la progresion de la infeccion por VPH. El
patrén de metilacion del ADN del VPH in vitro se ha asociado con la actividad
transcripcional viral pues la ARN polimerasa, enzima encargada de la
transcripcion, se une con menos afinidad al ADN metilado (Rawn, 2008). Se
conoce que los genes metilados ("imprimiting" genémico) son inactivos, mientras
que los no metilados o hipometilados pueden ser transcritos para generar un

producto proteico. La pérdida del "impriminting" en los fenomenos de
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carcinogénesis podrian vincularse con factores fisiolégicos, ambientales vy
dietéticos, que poseen la capacidad de metilar al ADN (Gomez et al., 1998), asi el
folato, la vitamina B6, la vitamina B12 y la metionina pueden tener su mecanismo
de accion en la prevencion del CaCu a través de su papel en la metilacién
(Shannon et al., 2002). De igual forma si hay bajo nivel de metilacién también se
pueden presentar enfermedades. Estudios recientes han mostrado que la
metilacion es un mecanismo de defensa entre virus y parasitos para evitar que
logren danar su ADN (Mark, 2012).

V. Factores genéticos que favorecen el CaCu

Aunque el VPH es el principal factor de riesgo para el desarrollo de CaCu, sélo
pocas mujeres infectadas desarrollan la enfermedad. La susceptibilidad genética a
la infeccion por el VPH parece ser importante para determinar el riesgo de la
infeccion para el desarrollo del cancer (Magnusson et al., 2002). La habilidad de
ciertos haplotipos de HLA es predisponente a aumentar la susceptibilidad a la
iniciacion y persistencia de la infeccién por VPH vy, por consiguiente, al desarrollo
de CaCu (Magnusson et al., 2002).

V. Inmunosupresion

La respuesta inmune esta considerada como un potente mecanismo de resistencia
al desarrollo de tumores, desde la fase de iniciacion hasta el crecimiento y
progresion de los mismos (van Driel et al., 1999). La infeccion viral es comun en
pacientes con supresion o defectos en el Sistema Inmune demostrado por
linfopenia, con la relacion linfocitos B/ linfocitos T, migracién espontanea vy
quimiotaxis de neutrofilos disminuida (Rossen, 1996). Un ejemplo evidente ha sido
demostrado en pacientes infectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana
las cuales muestran un incremento en la incidencia de lesiones intraepiteliales
escamosas, debido al deterioro de las células y de los mecanismos de la
respuesta inmune dirigidos contra la progresion de la enfermedad. Ademas, el

comportamiento de los mecanismos efectores de la respuesta inmune en
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pacientes con CaCu, varian segun el estadio y el tipo de VPH que infecta
(Jastreboff et al., 2002).

1.1.9 RESPUESTA INMUNE CONTRA LA INFECCION POREL VPH Y CaCu

La regresion de las lesiones inducidas por VPH esta acompanada de una reaccion
caracteristica de hipersensibilidad retardada dependiente de linfocitos T auxiliares

(Th) de acuerdo con lo publicado por la Agencia Internacional para Investigaciones

sobre el Cancer, 1997.

Se ha informado la existencia de un desbalance en el patron de interleucinas
producidas por las células T donde se afecta el patréon Th1 y se detecta
disminucion en los niveles de interferon gamma y un aumento de la interleucina 10
(IL-10), que corresponde con el patron Th2. Estas alteraciones inducen trastornos
en la secuencia de eventos necesarios para que la respuesta inmune, tanto
humoral como celular, sea efectiva (Clerici et al., 1998). Durante la invasion y
metastasis del tumor, ocurre entrecruzamiento de las celulas tumorales, las
células del hospedero y la matriz extracelular por union e interaccion con la
membrana basal y la matriz extracelular y protedlisis local. La penetracion de las
células tumorales focaliza la actividad proteolitica en la superficie celular a traves
de receptores para la plasmina y el activador del Plasmindgeno tipo uroquinasa (u-
PA). El receptor de las células tumorales para u-PA, denominado u-PAR, une u-
PA liberados de las células tumorales cercanas, esta union u-PA/u-PAR focaliza la
accion proteolitica de la superficie de las células tumorales. La u-PA convierte al
plasminogeno en plasmina, la plasmina degrada proteinas de la matriz extracelular
facilitando la proliferacion de las células del tumor, invasion y metastasis
(Andreasen, 1997). La accion proteolitica del u-PA es controlada por sus
inhibidores, el Inhibidor del Activador del Plasminogeno tipo 1 (PAI-1) y el tipo 2
(PAI-2) los cuales pueden unirse a la superficie de la célula asociado al complejo

u-PAR/u-PA formando un complejo trimérico enzimaticamente inactivo (receptor-
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proteasa-inhibidor) el cual es internalizado por las células del tumor (Costantini,
1996).

Al parecer la proteasa u-PA y el inhibidor PAI-1 estan presentes en el tumor para
lograr limitar la protedlisis mediada por el receptor de u-PA. La internalizacion y
reciclaje de u-PAR puede restaurar la actividad proteolitica asociada a la superficie
celular. Otras proteasas conocidas como catepsinas y metaloproteasas se han
visto involucradas en la invasion y metastasis tumoral interactuando con el u-PA
en una cascada (Janicke, 1991). Estudios clinicos han demostrado que en general
los tumores elevan los niveles antigénicos de u-PA, u-PAR y/o PAI-1, pero
disminuye los niveles de PAI-2, esto estd asociado a la severidad de la
enfermedad y conduce a extension y metastasis del tumor. La determinacion de
los factores proteoliticos son de importancia en la clinica para definir pacientes de

alto riesgo afectados con tumores malignos (Andreasen, 1997).

1.1.10 RESPUESTA INMUNE FRENTE A LA INFECCION POR VPH

La infeccion producida por el virus del papiloma humano (VPH) representa un
problema de salud importante en la poblacion femenina mexicana. Los
papilomavirus humanos oncogénicos (VPHs) representan el agente causal
primario del CaCu y estan intimamente asociados con un subgrupo de canceres
vulvares, anales y peneanos. Aunque se han identificado mas de 200 de genotipos
diferentes, se ha identificado como oncogénico el VPH tipo-16 (VPH 16) y esta
presente en mas de 90% de los canceres cervicales, se sabe que esta
intimamente asociado con el desarrollo de lesiones precancerigenas denominadas
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), asi como con el CaCu. La respuesta inmune
innata contra el VPH es la primera linea de defensa contra el virus, ésta incluye el
reconocimiento a través de ‘receptores del reconocimiento de patrones” (RRP),
especificamente los “Toll-like receptos” (TLRs) que inician vias de senalizacion

para inducir la expresion de genes que codifican para moléculas involucradas en
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la respuesta inflamatoria y en el cambio de clase de las inmunoglobulinas (Aragon
et al.,2010)

Uno de los eventos claves de la carcinogénesis es la integracion del genoma del
VPH en los cromosomas del hospedero. La integracion del genoma de VPH
frecuentemente ocurre cerca de sitios fragiles del genoma humano, (Thorland,
2003) pero no aparecen en “puntos calientes” para su integracion y no se
evidencia para la mutagénesis insercional (Ziegert, et al., 2003). La expresion de
los genes virales E6 y E7 es consistentemente mantenida, mientras otras
porciones del ADN viral son deletados o su expresion esta detenida (Baker, 1987).
La pérdida de la expresidn del represor transcripcional E2 de VPH es significativa
y puede resultar en una desregulacion de la expresion de E6 y E7. La expresion
de los genes de alto riesgo E6 y E7 en queratinocitos primarios humanos facilita
su inmortalizacion. La proteina E7 de alto riesgo interactia con pRB
(retinoblastoma) mas eficientemente que E7 codificada por VPH de bajo riesgo. E7
de alto riesgo tiene la Unica capacidad de desestabilizar el “bolsillo” de las
proteinas a traves del mecanismo dependiente de los proteasomas que es critico

para la transformacion celular (Aragén et al., 2010).

La proteina E6 interfiere con el sistema immune para evitar el reconocimiento de
células infectadas y con esto facilitar la supervivencia del virus y evitar su
eliminacién. E6 interactua con el factor regulador de interferén (IRF-3) (Medzhitov,
et al.,, 1997). Cuando las células infectadas son detectadas por el sistema inmune,
el IRF-3 induce su progresion a apoptosis, cuando E6 se une al IRF-3, evita su

activacion y su capacidad para inducir la muerte celular.

Por otro lado, se ha reportado que la oncoproteina E6 es capaz de inhibir la
transcripcion de genes que codifican para receptores involucrados en la
transduccion de sefales inducidas por el reconocimiento de patdégenos como son
los TLR (Fearon et al., 1996). Estas interacciones de E6 con las diferentes

proteinas del sistema inmune, dan como resultado en una inhibicion de la
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apoptosis y una persistencia del virus en la célula hospedera, aspecto importante

en la tumorogénesis celular.

El sistema inmune ha sido tradicionalmente divido en un componente innato y
adaptativo, cada uno con diferentes funciones. EI componente adaptativo esta
organizado en dos clases de células especializadas, linfocitos B y linfocitos T. En
general, la respuesta inmune en las mucosas a la infeccion comienza con las
células de la epidermis, especificamente los queratinocitos, que secretan senales
de alarma, las cuales actian sobre células del sistema inmune y también sobre las
células infectadas. Estas sefiales de alarma son las quimiocinas, citocinas,
moléculas de adhesion y proteasas, las primeras, dirigen la migracion de
monocitos, linfocitos, neutréfilos, eosinofilos, basoéfilos, natural killers (NK), células
dendriticas (CDs) y células endoteliales, mientras que los interferones (IFNs)

inhiben la replicacion viral dentro de las células infectadas (Aragon et al.,2010).

Solo un pequeiio porcentaje de mujeres infectadas desarrolla CaCu. Se requieren
de eventos adicionales para la progresion, tales como la integracion viral y otras
mutaciones que reflejan la inestabilidad genémica originada por la expresion de E6
y E7. El sistema inmune es capaz de limitar la enfermedad a través de la
eliminacion de lesiones preexistentes como se evidencia a través de la mayoria
las infecciones de VPH-16 y la elevada incidencia de canceres relacionados a
VPH en individuos inmunocomprometidos. Las numerosas estrategias de sefuelo
empleadas por el virus para escapar de la vigilancia del sistema inmune son
importantes para la persistencia viral y progresion del cancer. Sélo la mitad de los
pacientes con CaCu generan inmunoglobulina G (IgG) capside especifica. Los
anticuerpos neutralizantes son mediadores criticos de la inmunidad a los retos
microbianos. Estos pueden ser rapidamente generados a través de mecanismos
células Th CD4+ independientes o mas despacio como la respuesta inmune
adaptativa. El reconocimiento innato de los “patrones moleculares asociados al
patoégeno” (PAMPs) se da via célula presentadora de antigeno (CPA) a través de

las CDs, expresando moléculas coestimuladoras y secretando citocinas. Estas
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senales provenientes de la CDs pueden dirigir la polarizacion de las células CD4+

virgenes Th tipo 1y tipo 2 hacia el fenotipo Th1 o Th2 (Kapsenberg et al., 2003).

Las células Th1 producen interferon y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-
a) que dirigen a las células B a producir IgG2 antigeno-especifica, mientras las
células Th2 expresan interleucina-4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 9 (IL-9)
en interleucina 13 (IL-13) para promover el cambio de clase de IgG1 e IgE. El
factor estimulante de los linfocitos B, miembro de la superfamilia del TNF y un
“ligando de la induccion de la proliferacion” (conocido como APRIL), expresados
por monocitos y CDs también regulan el “cambio de clase de las

inmunoglobulinas” (abreviado como CSR) (Kapsenberg et al.,2003).

El interferén a (IFN-a) induce la expresion de moléculas coestimuladoras sobre la
superficie de CDs (Kapsenberg et al,, 2003). Sin embargo, en la ausencia de las
células T CD4+, ciertos antigenos inducen células B antigeno-especificas, a esta
respuesta se le denomina “inmunidad humoral independiente de las células Th.
Esta respuesta la proporciona el hospedero con la especificidad del sistema
inmune adaptativo y la rapidez de la inmunidad innata, estableciendo una
produccion rapida de anticuerpos neutralizantes. Varios virus, como el virus de la
estomatitis vesicular poliomavirus y rotavirus han mostrado ser independientes de

las células Th en la generacion de anticuerpos neutralizantes.

Rongcun Yang et al, demostraron la importancia del ensamblaje de la capside y el
reconocimiento inmune de multiples mutaciones en los otros residuos
estructurales altamente conservados presentes dentro de la secuencia de la
particula L1 de VPH-16 L1, proveniente de un subgrupo de carcinoma cervical y
de NIC de alto grado, identificaron varios mutantes VPH-19 L1 transportando
genes que codifican proteinas que no activan la respuesta inmune innata y
adaptativa dependiente de VLP, organizada a través de las CDs. Esto puede
representar evasion del reconocimiento inmune innato durante la carcinogenesis

del CaCu (Rongcun Yang et al,. )
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Las células B B1 localizadas en la zona marginal se consideran protagonistas de
una funcion importante en la respuesta humoral independientes de las células Th.
Recientemente se ha sugerido que los TLRs protagonizan una funcion en los
eventos de sefalizacion en las células B1 y la respuesta inmune independiente de
las células T. La estructura génica, altamente ordenada, bien empaquetada de la
proteina VPH-16 L1 VLP induce tanto altos titulos de anticuerpos protectores y
una potente respuesta inmune mediada por células. Se sabe que IL-12 e IFN-y
promueven la polarizacion Th1, mientras IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 y el
factor de crecimiento de granulocitos (G-CSF) estan asociadas con la respuesta
Th2 (Neurath, et al.,2002). Estudios recientes han demostrado que las proteinas
de VPH-16 se unen a las CDs y estimulan su maduracion, incluyendo la
sobrerregulacion de complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I) y
clase Il (MHC-II), CD80, CD86, y CD40 y la produccidon de citocinas. Rougcun
Yang et al.,, demostraron a través de un analisis de expresion génica global que
VPH-16 VLPs activan diferentes subgrupos de CDs esplénicas para producir
respuestas polarizadas, ademas encontraron que las CDs, CD4+CD11C+
sobrerregulan la transcripcién de IFN-a y citocinas relacionadas a Th2; ademas de
quimiocinas, mientras el IFN-y y las citosinas Th1 y las quimiocinas son
producidas por las CDsCD8+CD11C+ en respuesta a VPH-16 VLPs. IFN-a pero
no IFN-y aumentan la sefalizacion mediada por la produccion de Ac VLP-
especifica y particularmente el cambio de clase de IgG2a. La produccion de tal
respuesta opuesta a un unico Ag sugiere un linaje de CD especializada la cual
predetermina la polarizacion. Esta respuesta a través de CDs especializadas es
crucial para el control de patégenos invasores antes de la inmunidad adaptativa.
Dos genes en los VPH de alto riesgo estan asociados con el potencial para
transformar las células infectadas. La expresion de E6 esta inversamente
correlacionada con la expresion de interleucina-18 (IL-18), una citocina
proinflamatoria similar a IL-1 que induce la produccion de IFN-y. E6 y E7

desrregulan la expresion de IL-8, un quimoatrayente para las células T. También
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suprimen la expresion de la quimiocina llamada proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) (Huang, et al., 2002).

Asi, E6 y E7 contribuyen al escape de de propiedades antivirales vy
antiproliferativas, del TNF-a e IFN-a a través de efectos estimuladores de
crecimiento, e interaccionan con componentes de las vias de senalizacion del IFN
(Scott, et al., 2001). Posterior a la infeccién, las quimiocinas secretadas por la
epidermis inician la respuesta inmune adaptativa a través del reclutamiento de
CDs. La principal proteina de la capside del virus, L1, se autoensambla para
formar una particula parecida al virus llamada “capsides vacias” (VLPs) que son
morfolégica e inmunologicamente muy parecidos a los viriones nativos, pero
carecen del genoma viral oncogénico. Los VLPs presentan un alto ordenamiento y
una estructura muy empaquetada que generan altos titulos de anticuerpos
protectores y ademas la respuesta inmune celular. La vacunacion con VPH-16 L1
VLPs induce la respuesta inmune humoral via Th1, que protege a la mujer de la
adquisicion de la infeccion por VPH-16 y la neoplasia intraepitelial cervical (NIC).
Ademas, la inmunogenicidad de los antigenos propios o poco extranos esta

aumentada, a través de la fusion con VLPs (Chackerian, et al., 2002).

Las células de Langerhans (CLs) son las CDs que residen en la epidermis ademas
de las CLs inmaduras, eficientes para la presentacion de antigenos, monitorizando
el microambiente epidérmico para el dafio e infeccion. Las CLs maduran a traves
de la regulacion diferencial de marcadores de superficie hacia areas de células T
del organismo, como los vasos linfaticos de la dermis u érganos linfoides
periféricos. Aunque se ha demostrado que las CLs se mantienen en la piel por
largos periodos de tiempo, los precursores de las CL se reclutan bajo condiciones

de pérdida local de CLs como ocurre durante la inflamacién (Guess, et al., 2005).

La respuesta inmune innata es la responsable del primer contacto con particulas
extranas. Las células Th1 promueven respuestas proinflamatorias que activan a

los macréfagos y proporcionan apoyo a las células T citotoxicas CD8+. En
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contraste, las células Th2 proporcionan ayuda para la produccion de anticuerpos
por las células B y secretan ciertas citocinas, tales como la interleucina 10 (IL-10),
que antagonizan la respuesta Th1. Los receptores del sistema inmune innato que
son codificados en la linea germinal. Estan expresados en varias células efectoras
del sistema inmune innato, de manera mas importante sobre macrofagos, células
dendriticas y células B. La expresion de los “receptores de reconocimiento de
patron” (PRR) no es clonal para los receptores presentes en un solo tipo de
células (p.e. macréfagos). Desde que se identificaron los PRR, las células
efectoras son estimuladas para llevar a cabo sus funciones efectoras
inmediatamente después que han proliferado. Estructuralmente los PRR,
pertenecen a varias familias de proteinas, dominios de repeticion ricos en leucina
y dominios de proteinas de receptor “scavenger’, estan involucrados en el
reconocimiento (Guess, et al., 2005). De acuerdo a Guess, y colaboradores en el

2005, existen tres clases de PRRs de acuerdo a su funcionalidad:

1) PRR secretorios; los cuales funcionan como opsoninas a través de la union
de la pared celular microbiana y marcandolos para el reconocimiento del

sistema del complemento y la fagocitosis.

2) PRR endociticos; estos son receptores que median la presentacion y
liberacion de los patdgenos hacia los lisosomas, donde son destruidos. Las
proteinas derivadas de los patdgenos pueden ser entonces procesadas y el
péptido resultante puede ser presentado por las moléculas del MHC en la

superficie de los macréfagos.

3) PRR de sefalizacién; los cuales inducen la expresion de una variedad de
genes de la respuesta inmune, incluyendo las citocinas inflamatorias. Las
CPAs y especialmente las DCs emplean PRRs en la deteccion de agentes
infecciosos, incluyendo la familia Toll. Los receptores recientemente
identificados de la familia Toll, tienen la funcion principal de la induccion de

la respuesta inmune e inflamatoria.
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La respuesta inmune mediada por linfocitos T hacia los antigenos del VPH, esta
restringida por el complejo principal de histocompatibilidad. De ahi que ciertos
fenotipos de HLA correlacionen con una respuesta inmune efectiva contra el VPH.
Ya que el complejo mayor de histocompatibilidad juega un papel importante en
erradicacion viral, asi como en la vigilancia inmune contra ciertas neoplasias,
alguna asociacion entre HLA y cancer cervical o lesiones precancerosas, podria
significar una relativa inhabilidad de erradicar la infeccion, o una relativa
inhabilidad de proveer vigilancia inmune contra el tejido displasico. La expresion
de las moléculas de HLA se ve alterada de muchas maneras en células cervicales
cancerosas. Se han reportado ademas diferencias en las frecuencias de algunos
alelos de HLA de clase Il en pacientes con NIC Il y Il que no portaban infeccion
por VPH. Varios alelos y haplotipos HLA de clase Il han sido descritos asociados a
susceptiblidad a cancer cervical e infeccion por VPH. Sin embargo, los reportes de
asociaciones entre polimorfismos de HLA y carcinoma cervical han sido
controversiales (Guess, et al., 2005). En muchos casos estos estudios se centran

solamente en la deteccion de VPH-16 (Guess, et al., 2005).

En algunos casos una mayor prevalencia de un alelo en particular esta asociada a
estar o no infectado mas que a un estadio histolégico. Lo cual tienen mucho
sentido si pensamos que mujeres portando el alelo en cuestion son incapaces de

montar una respuesta inmune

Aspecto inmunolégico de la infeccion por papilomavirus humano apropiada contra
el virus, lo que las predispone al desarrollo de cancer cervical. Por otro lado el no
hallar una asociacién estadisticamente significativa entre un alelo previamente
reportado, puede deberse tan solo a una baja prevalencia de éste en la muestra

poblacional estudiada.

Las moléculas de HLA de clase Il influyen en la respuesta inmune a epitopes
especificos del virus. Un alelo en particular, que se encuentre en mayor proporcion

en sujetos infectados significa que otorga susceptibilidad para dicha infeccion. La
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mayoria de los estudios que reportan asociaciones de neoplasia cervical con
alelos del complejo de histocompatibilidad, han sido realizados en poblacion
caucasica europea. Los reportes provenientes de Latino-américa han sido hechos
mayormente en poblaciéon mestiza, que por llevar aun consigo una serie de alelos
caucasicos dan resultados acordes con aquellos de mujeres europeas. Sin
embargo en paises andinos la situacion puede ser un tanto diferente. En el vecino
pais de Bolivia, donde la carga indigena andina de la poblacion es importante, he
reportado recientemente la asociacién de un alelo de HLA de clase Il (HLA-
DRB1*1602) con infeccion por VPH. Este es un alelo tipico Amerindio, infrecuente
en otras poblaciones, incluso en Mestizos. Existen muchos indicios de que el
fondo genético confiere susceptibilidad a la infeccion por determinados genotipos.
Ya que el sistema inmune esta genéticamente determinado, es importante
investigar si determinados grupos étnicos son en realidad mas susceptibles. De
hecho se ha observado ya variacion entre grupos étnicos, de cofactores de la
infeccién por VPH, tales como el uso de anticonceptivos orales, o fumar. Se ha
observado ademas que mujeres hispanicas en los EEUU, en comparacion con
mujeres no hispanicas, tienen un riesgo mayor de desarrollar displasia cervical. La
identificacion de grupos susceptibles a la infeccion, ayudara en el disefo de
vacunas efectivas contra el virus para las poblaciones que mas lo necesitan. El
cancer cervical debe verse como una enfermedad prevenible. El desarrollo de una
vacuna efectiva contra el VPH podra prevenir las condiciones pre-malignas vy

malignas asociadas con esta infeccion (Aragoén et al., 2010).
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Figura 1.12. Respuesta inmune en la infeccion por VPH (Rincén, et al. 2007)

Aun cuando en personas jovenes la infeccion por VPH es muy frecuente, la
mayoria de las mujeres infectadas resuelven la infeccién espontadneamente
(alrededor del 90%), persistiendo solo en una pequefia fraccion de la mujer
(Aragon et al., 2010). Es este grupo de acarreadoras cronicas de VPH de alto
riesgo quienes presentan un riesgo incrementado de desarrollar lesiones del tracto
anogenital. Algunos determinantes que han sido asociados a la progresion de las

lesiones son: tipo viral y variaciones intra-tipo de VPHs de alto riesgo, integracion
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del genoma viral al celular y probablemente carga viral. Otros factores adicionales
incluyen la alta paridad, tabaquismo y dieta pobre en vitaminas y minerales.
Muchos tipos de VPH inducen solamente lesiones productivas y no se asocian a
cancer humano. En dichas lesiones, la expresion de los productos de los genes
virales se encuentra cuidadosamente regulada, de modo que las proteinas virales
se expresan en momentos definidos y en cantidades controladas a medida que la
célula infectada migra hacia la superficie epitelial. Los eventos que dan lugar a la
produccién de particulas virales en las capas superiores del epitelio, parecen ser
comunes tanto en virus de alto como de bajo riesgo oncogénico. De esta manera,
el cancer es una consecuencia poco frecuente de la infeccion por VPH y los
eventos iniciales que conducen a la transformacion maligna por virus oncogénicos
no estan del todo esclarecidos. Una posibilidad es que la zona de transformacion
del cérvix es un sitio del epitelio donde los VPH de alto riesgo no logran regular
apropiadamente su ciclo productivo; por lo tanto, la variacion tanto en el nivel de
expresiéon de las proteinas virales, como del momento en que esta expresion
ocurre, puede repercutir en el desarrollo de canceres en estos sitios (Huang, et al.,
2002).

Después de una infeccion natural solo la mitad de las mujeres desarrollan
anticuerpos contra VPH detectables, los cuales probablemente no son protectores.
Los VPH infectan el epitelio cervical sin entrar en la circulacion, por lo que las
particulas no se exponen eficazmente al sistema inmune. Como resultado, la
vigilancia inmunologica tipica, que involucra el trafico de células especializadas
desde el sitio de la infeccion hasta organos linfoides secundarios, se encuentra
limitada o abatida. Aunado a esto, una vez dentro de la célula, la particula del
papilomavirus puede utilizar multiples mecanismos para abatir la respuesta

inmune que es necesaria para la eliminacion de la infeccion (Aragon et al., 2010).

Los papilomavirus humanos también pueden alojarse de forma latente en las
células epiteliales, evadiendo deteccion por el sistema inmune y permitiendo una

reactivacion futura. Actualmente, solo hay evidencias indirectas de las infecciones
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latentes de VPH en humanos, pero se especula que aun cuando el VPH no pueda
ser detectado en una muestra en un momento dado, permanece la posibilidad de
que el virus se encuentre en forma latente. La reactivacion de infecciones latentes
de VPH se ha reportado en pacientes inmunocomprometidos (Huang, et al., 2002).
La historia natural del cancer cérvico uterino implica la progresion gradual de una
serie de etapas secuenciales en que las células del cérvix presentan ciertas
anormalidades histologicas conocidas como Neoplasia Intraepitelial Cervical, NIC |
(displasia leve), NIC Il (displasia moderada), NIC Il (displasia severa/carcinoma in
situ) y finalmente un cancer invasor. La etiopatogenia de esta enfermedad se ha
investigado detalladamente gracias al avance de la biologia celular, molecular e
inmunologia. Estos avances han permitido conocer el papel del virus del papiloma

humano en el desarrollo de lesiones premalignas y malignas del cuello uterino.

La infeccion por el virus de papiloma humano se puede clasificar en: primero una
infeccién latente, que se caracteriza por la presencia de VPH en las células o
tejidos que son aparentemente normales y sin ninguna manifestacion de
enfermedad. Sin embargo el virus esta ahi y en ocasiones puede ser detectado
por técnicas especificas como Hibridacion in situ o reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Posteriormente la infeccion subclinica se manifiesta por
cambios microscopicos en el epitelio cervical (coilocitos, displasias) detectados en
las citologias o cortes histolégicos de los tejidos afectados. La presencia de VPH
en este punto se puede verificar mediante el uso de un colposcopio que evidencia
cambios de coloracion en el cuello uterino después de aplicar una solucion de
acido acético; estos cambios se asocian a la infeccion con VPH y una posible
lesion premaligna. Finalmente la infeccion clinica se manifiesta por la aparicion de
tumores visibles y es en esta etapa donde podemos encontrar gran cantidad de
tejido positivo para VPH. Estos virus se encuentran viabies y con capacidad de
infectar otros tejidos. Sin embargo, no siempre la enfermedad se manifiesta
durante esta ultima etapa ya que varios casos llegan a permanecer en periodo de

latencia o subclinico, tiempo durante el cual se puede adquirir un estado de
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resistencia o regresion de las lesiones, o bien de progresion hacia un cancer

invasor (Huang, et al., 2002).

Numerosos estudios han demostrado que la infeccion persistente con VPH parece
ser de suma importancia en el desarrollo y avance de lesiones precancerosas a
cancer invasor, y que este proceso puede tomar de 1-10 afios. Aun no existe un
consenso en la definicion precisa de una infeccion persistente por VPH; sin
embargo la asociacion con neoplasia intraepitelial cervical es mas fuerte para una
persistencia de 12 meses, que para una de 6 meses, aunque esta relacion puede
variar dependiendo del tipo viral (Cervantes, 2003). Algunos datos sugieren que el
VPH16 persiste en promedio mucho mas tiempo infectando el epitelio en
comparacion con otros tipos de VPH, de tal manera que aquellas lesiones que
presentan VPH16 podrian progresar a un cancer mas rapidamente que aquellas
que no presentan VPH o tienen otro tipo viral. De igual manera se reporta que las
infecciones con papilomavirus oncogénicos persisten por mas tiempo que los no
oncogénicos. Se ha demostrado que la infeccion con VPHs oncogénicos tiene un
promedio de duracién aproximada de 8 meses, mientras que la duracion con

VPHs no oncogénicos se estima en 4 meses (Cervantes, 2003).

Actualmente se ha desarrollado la primera generacién de vacunas profilacticas
contra VPH, que incluye a la vacuna bivalente (contra VPH16 y 18) y la
tetravalente (contra VPH16, 18, 6 y 11). Estas vacunas han mostrado una
reduccion significativa en el desarrollo de lesiones del cérvix, vagina, vulva y
region anogenital (Williamson, et al., 2005). Sin embargo, para determinar su
eficacia en la incidencia y mortalidad por cancer cérvico-uterino, se requiere de un

seguimiento a largo plazo.

Diversos estudios de la historia natural del cancer cérvico uterino pretenden definir
los factores de riesgo y marcadores que de alguna forma indiquen el

comportamiento de una lesion premaligna. Los hallazgos al respecto repercutiran
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en un diagnoéstico temprano y tratamiento oportuno de las lesiones precursoras de

cancer céervico uterino (Williamson, et al., 2005).
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1.2 ANTECEDENTES DIRECTOS
1.2.1 Infecciones Multiples de VPH

La infeccion multiple (IM) ha sido mencionada como un factor comun en mujeres
jovenes y se explica por resistencia inmunolégica, permitiendo que una infeccion
por VPH persista (Ho et al., 1995), y provocando ademas, mayor susceptibilidad a
una reinfeccién (Ho, et al., 1995 y Bosch et al., 2002). Asimismo, se ha visto que
de las pacientes infectadas con VPH de alto riesgo, aquellas con infecciones
multiples son las que tienen mayor probabilidad de evolucionar hacia displasias
severas, especialmente si estan asociadas a otros factores de riesgo como la
edad, tabaquismo y persistencia de la infeccion (Atlanta, 2004). Se ha senalado
que en las infecciones multiples con VPH de bajo y alto riesgo oncogénico, es
posible que ambos tipos virales se potencien, ocurriendo la duplicacion de las
cargas virales, o un efecto sinérgico en la oncogénesis del virus de alto riesgo
(Graterol, et al., 2006). También se ha propuesto que las infecciones multiples
pudieran reflejar una mayor tolerancia inmunolégica a la infeccion por VPH, con la
acumulacion subsecuente de infecciones diferentes, pudiendo, a su vez,
representar un marcador de persistencia de la infeccién, lo cual han destacado
algunos investigadores como un posible factor de riesgo de progresion de la lesion
(Moscicki, et al., 2001).
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Figura 1.13. Tipos de infeccion multiple y probables efectos.

Contrario a lo anterior, otros reportes sefialan que para los casos con IM no hay
un mayor riesgo de desarrollar neoplasias cervicales intraepiteliales (NCI)
respecto a las mujeres infectadas con un solo genotipo viral (Woodman et al.,
2001; Sotlar, et al., 2004).

Algunos otros estudios han arrojado estadisticas interesantes para IM. Un trabajo
que se realizd en Costa Rica, utilizando 2,478 mujeres positivas para VPH, reveld
que el 43.2% de ellas estaba infectada con multiples tipos de VPH; siendo ésta
mas frecuente en las mujeres jovenes (Anil Chaturvedi, et al., 2010).Un estudio
realizado con mujeres japonesas asocio la infeccién multiple por VPH con LIEBG,
LIEAG y CaCu en un 95% de las muestras analizadas; aunque la prevalencia
disminuyé con el grado de las lesiones (Sasagawa et al., 2001).

La proporcion de tipos mdltiples en una muestra dada varia en los diferentes
estudios realizados, particularmente en relacion con el método de deteccién de
VPH utilizado. Los datos sugieren que las poblaciones con alto riesgo de CaCu y

con infeccion con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) tienden a ser mas
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propensos a infecciones con varios tipos de VPH que las poblaciones que no
pertenecen a estos grupos. Sin embargo, en todos los estudios de carcinoma
invasivo, el riesgo vinculado a multiples tipos de VPH no varia significativamente

del riesgo asociado a los tipos del VPH individuales (Bosch et al., 2002).

En la tabla 5 se muestran algunos de los estudios que se han hecho en relacion
con infeccion multiple en el mundo, aunque en este momento son muy pocos los
estudios que se han hecho en relacion a este tema, éste esta siendo de gran

interés en diversas poblaciones por los resultados obtenidos.
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Tabla 5: Estudios realizados a nivel mundial sobre infeccion multiple

POBLACION TIPO DE VPH TIPO DE % coinfeccion Hallazgo REFERENCIA
Considerados LESION (Total/Positivas)
Japodn 10 Tiposde alto LIEBG,LIEAG 36.6% VPH-16 Y 18 en LIEAG Sasagawa, et
y bajo riesgo y CaCu (366/ 134) y CaCu. al, 2001
Chile 13 Tiposde alto  LIEBG,LIEAG 96.3% VPH-31en Aedo, et al,
y bajo riesgo y CaCu (55/53) coinfeccion. 2007.
Brasil, USA 'y 6 Tipos de alto No 25.6% VPH-16,51Y 59 mas Akemi, et al,
México y bajo riesgo clasificado. (1160/298) frecuentes. 2008.
Guinea 35 tipos de alto  LIEBG,LIEAG 78.8% VPH-58 en Garcia, et al,
y bajo riesgo y CaCu (2362/1863) coinfeccion. 2009,
Espaia 35 tipos de alto  LIEBG,LIEAG 22% Infeccion con VPH-16 ~ Gomez-Roman,
y bajo riesgo y (2362/520) y 18 no fue la mas et al, 2009
ASCUS frecuente.
Costa Rica 25 tipos de alto LIEBG y 43.1% La coinfeccion se Anil K, et al,
y bajo riesgo. LIEAG (2478/1070) asocia con el riesgo 2010,
de unalesion grave.
Grecia 35 tipos de alto LIEBG y 50.8% VPH-16 Y 18 se Spathis, et al,
y bajo riesgo LIEAG (1173/597) encontro en el 50% 2012.
de las muestras.
México 19 tipos de alto  LIEBG,LIEAG, 11.7% Prevalencia de VPH- Lépez Rivera, et
y bajo riesgo CaCu (85/10) 16Y 18 del 43% y al, 2012.
ASCUS, y 42% respectivamente
Sanas.
Barcelona 25 tipos de alto  LIEBG,LIEAG 73% Infeccion con VPH-16  Mazarico, et al,
y bajo riesgo y ASCUS (1007/736) y 18 fue la mas 2012
frecuente.
México 34 tipos de alto  LIEBG,LIEAG 55.6% La coinfeccién con Carrillo-Garcia,
y bajo riesgo Y CaCu (931/518) VPH-68 y VPH-16 etal, 2014

aumenta el riesgo de

LIEAG Y CaCu.
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Como podemos ver en la tabla 5, son muy pocos los estudios realizados para
buscar mas de un tipo de VPH en una paciente con cancer cervical o alguna lesion
preinvasora ya sea de alto o de bajo grado. La mayoria de ellos estan enfocados
en la busqueda de mas de un tipo de VPH en muestras de pacientes femeninas, el
unico estudio que se ha hecho con poblacion masculina es el de Akemi et al.,
2008, y que ademas es el Unico que ha considerado abordar a la poblacion
mexicana en relacion a la infeccion multiple por VPH. Asimismo, ningun estudio ha
incluido poblacion femenina mexicana para el estudio de infeccion multiple por
VPH.

1.2.2 EXPRESION DE ONCOPROTEINAS E6 EN LESIONES GRAVES

El perfil de expresion del ARNm de las oncoproteinas del VPH (E6 Y E7) es una
de las principales diferencias en los virus. Se ha informado que los VPH-BR tienen
una baja expresion del ARNm de E6 Y E7, mientras que grandes cantidades de
estos ARNm se expresan en infecciones con VPH-AR (Evans et al, 2014). La
expresion continua de las oncoproteinas, E6 y E7 de VPH-AR, es necesario para
la transformacion de células normales en células displasicas (Doorbar, 2006).
Conocer la funcion de las oncoproteinas virales, la forma en cémo se regulan
estas a nivel transcripcional y postraduccional, asi como su participacion en el
ciclo viral y celular, nos ayuda a tener una vision mas amplia de la biologia del
VPH, de la relacién de éste con su célula huésped y de su influencia en el
desarrollo de lesiones cervicales, que eventualmente pueden progresar a cancer

invasor (Lopez Saavedra, et al., 2006).
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Figura 1.14. Estructura de la proteina E6 del VPH-AR. Las dos estructuras esenciales en la
actividad de E6: sus dos dedos de zinc, como estructuras fundamentales para la interaccién de la
proteina con un gran nimero de blancos celulares y el carboxilo terminal, el cual contiene el sitio

de unién a proteinas con dominios PDZ (De la Cruz y Lizano, 2004).

1.2.3 EFECTO DE E6 SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

La oncoproteina E6 de VPH-AR puede activar una ribonucleoproteina con funcién
enzimatica, la telomerasa, importante para el mantenimiento de las estructuras
teloméricas contenidas al final de los cromosomas. La actividad la subunidad
catalitica de la transcriptasa reversa de la telomerasa (hTERT), se presenta en
mas del 90% de las células inmortalizadas y cancerosas, pero estd ausente en las
células somaticas normales (Kiyono, et al., 1998). La pérdida de la actividad de la
telomerasa en células normales, produce una erosion progresiva del ADN
telomérico al final de los cromosomas, debido a una replicaciéon incompleta del
ADN. Finalmente, este fenomeno provoca inestabilidad cromosémica y la
senescencia. El acortamiento de los telomeros sirve como un “reloj mitético” el
cual es responsable de la regulacion del ciclo de vida normal de la célula (Xu, et
al., 2008). La contribucién de E6 en la pérdida de la organizacion epitelial y
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diferenciacién celular es muy importante en control del crecimiento y la
proliferacién en células normales y la pérdida de esta, en células infectadas por los
VPHs de alto riesgo, favorece la duplicacion del genoma viral. La oncoproteina E6
de VPH-AR, se une e inactiva varias proteinas involucradas en preservar la

estructura epitelial (Lopez, et al., 2000).

Figura 1.15. Proliferacion celular en células infectadas con VPH-AR. La infeccion de las células
basales con VPH-AR, la cual se produce a través de micro-abrasiones en el epitelio cervical puede
dar lugar a infecciones latentes y posteriormente permisivas. La fase de transformacion es
asociado con la sobreexpresion E6 y E7 (Magnus von Knebel Deobervitz, et al., 2012)

La oncoproteina EB, es capaz de inducir la transcripcion y la activacion de hTERT,
por un mecanismo que aunque aun no ha sido completamente dilucidado, se ha
propuesto esta mediado por la degradacion de NEX1-91 (represor del promotor de
hTERT), la cual es inducida por E6 al unirse con la profeina E6GAP (Gewin, et al.,
2004) (Figura 1.16). La proteina E6, puede asociarse con el producto del gen
supresor de tumores p53 y marcarlo para su degradacién. El analisis de tumores

humanos ha revelado que p53 es de los genes comlUnmente mutados. Las
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condiciones de estrés celular como radiacion UV, hipoxia o infecciones virales
incrementan la cantidad de p53, por estabilizacién post-transcripcional,
produciendo un bloqueo celular en la fase G1. Este bloqueo, permite a la célula
reparar el dafo al ADN antes de que el ciclo celular continde (Chakrabarti, et al.,
2003). La proteina p53, es un factor transcripcional que estimula la expresion de
genes involucrados en la regulacion del ciclo celular y apoptesis, por ejemplo, es
inhibidor de las cinasas dependientes de ciclinas (p21) (Munger, et al., 2002). E6
se une a p53 y la conduce a su degradacion a través de la via de la ubiquitina. En
este proceso, también participa la proteina celular asociada a E6 (E6- AP), que
actua como una ubiquitin ligasa (Werness, et al., 1990). Las mutantes de EG-AP
incapaces de unirse a E6 no pueden interactuar con p53 y las proteinas mutantes
de p53 que no se unen a EB6, no son susceptibles a la degradacion inducida por
E6-AP, sefialando que E6 es requerida para mediar la interaccion pS3/E6-AP. E6
al unirse a p53 también puede producir su retencion en el citoplasma, bloqueando
su translocacion hacia el nucleo y por tanto inhibiendo su funcion, independiente
del proceso de degradacion (Chakrabarti, et al,, 2003). La interaccion de E6-p53
es importante para la progresion del ciclo celular. El gen p14, un producto alterno
de p16, es un supresor de tumores que induce el paro celular a través de p53,
causando una elevacion en los niveles de p21 y finalmente el paro en las fases G1
o G2. A diferencia de las células normales, en fibroblastos que expresan EG,
pueden omitir el paro en el ciclo celular y continuar la proliferacion a pesar de los
altos niveles de p14. El andlisis del mecanismo de E6 para abolir esta sefal de
paro celular, ha revelado que se trata de una ruta dependiente de p53 en la que
existe un mecanismo de represion de los promotores de la ciclina B y cdc2. La
oncoproteina E6, también ha sido implicada en la prevencion de apoptosis a
través de mecanismos dependientes e independientes de p53. Esta proteina, es
capaz de unirse a Bak (un miembro pro apoptético de la familia Bcl-2) a través de
un mecanismo independiente de p53 y degradandolo muy probablemente por su
reclutamiento, por medio de la proteina E6-AP via ubiquitinacion. Estudios

bioquimicos, han revelado que Bak puede unirse a E6-AP en ausencia de E6, a
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diferencia de p53 (Thomas, et al, 1998). Otro mecanismo por el cual la
oncoproteina E6, podria estar regulando la apoptosis es a través de su union con
la proteina pro-apoptética c-myc (Chakrabarti, et al., 2003), a la cual marca para
su degradacion induciendo un aumento en la proliferacion de las células
infectadas. La proteina E6, también puede ejercer su efecto en apoptosis
mediante la regulacion negativa de la transcripcion de otras proteinas pro-
apoptéticas como la survivina (Borbely, et al., 2006). La proteina E6 se puede unir
a componentes de la maquinaria apoptética de las células infectadas, como la
molécula adapatadora FADD (Fas que contiene un dominio de muerte citosolico) y
la pro-caspasa 8. Especificamente, E6 se une a los dominios de muerte DEDs de
ambas proteinas y media su degradacién, lo que evita que estas proteinas
participen en la transmision de la sefial apoptotica (Filippova, et al., 2004). E6 en
la Regulacién de la Transcripcion Viral y Celular La oncoproteina E6 es capaz de
regular positiva y negativamente la transcripcion de genes celulares y virales. E6
interactia con la proteina CBP, la cual puede activar la transcripcion al menos por
dos mecanismos: la acetilacion de histonas y proteinas no histonas y por la
induccién de la unién de factores de transcripcion a componentes de la maquinaria
de transcripcion basal. La union de E6 a CBP, puede evitar ambos mecanismos.
Cuando E6 se une a CBP, puede prevenir la acetilacion de p53 mediada por CBP,
reduciendo su afinidad por sitios de uniéon a ADN (Munger, et al., 2002). Por otro
lado, E6 tiene la capacidad de interactuar con el complejo CBP/p300, provocando
un bloqueo en sus actividades. CBP/p300 activa la transcripcion dependiente de
CREB, por medio del reclutamiento de la ARN helicasa A, un componente del
complejo de la ARN polimerasa I, con un promotor con un sitio de uniéon a CREB.
E6 compite por este sito de unién con la ARN helicasa A, previniendo asi su
activacion. La represién de la maquinaria transcripcional, afecta a una gran
variedad de genes, especialmente a aquellos envueltos en la diferenciacion celular
y en la produccion de citocinas involucradas en la senalizacion de la respuesta
inmune (Filippova, et al., 2004). La oncoproteina E6 se puede unir e inhibir la

accion de otros coactivadores transcripcionales como hDAD3, que es critico para
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reclutar a las acetilasas de histonas, involucradas en la expresion de genes
supresores de tumor. La accién de E6 al unirse a hDAD3 podria inhibir la
expresion de estos supresores de tumor (Munger, et al., 2002). La proteina E6, al
igual que muchos oncogenes, aumenta la actividad del promotor del gen de VEGF
y por tanto, su transcripcion. VEGF es uno de los inductores mas importantes en la
angiogeénesis: un proceso esencial para el reclutamiento de nuevos vasos
sanguineos un pre-requisito fundamental para la expansién progresiva de los
tumores (Borbely, et al., 2006). El efecto estimulante de E6 sobre el promotor de
VEGF puede tener un efecto positivo en la actividad de otros factores de
transcripcion como Sp-1. E6 también puede contribuir incrementado la senal de
VEGF por interferir con la degradacion mediada por la ubiguitinacion del factor
inducible de hipoxia 1alfa (HIF-1a): un factor de transcripcion involucrado en la
activacion del promotor de VEGF en respuesta a hipoxia (Lépez, et al., 2000).

Ademas EB6 tiene la capacidad de interactuar y evitar la funcion de proteinas que
se unen a calcio, ERC-55 o E6-BP (Lopez, et al., 2000), lo cual evita que las
células epiteliales sufran una diferenciacion terminal. La unién de E6 a este grupo
de proteinas en su conjunto, reduce la habilidad de las células infectadas para
adherirse a la matriz extracelular, desarrollar una morfologia normal, incrementar
su capacidad duplicativa y por lo tanto su transformacién. La proteina E6 interfiere
con el sistema inmune para evitar el reconocimiento de células infectadas y con
esto facilitar la supervivencia del virus y evita su eliminacion. E6 interactua con el
factor regulador de interferon (IRF-3) (Hasan, et al., 2007). Cuando las células
infectadas son detectadas por el sistema inmune, el IRF-3 induce su progresion a
apoptosis, cuando E6 se une al IRF-3, evita su activacion y su capacidad para
inducir la muerte celular. Por otro lado, se ha reportado que la oncoproteina E6 es
capaz de inhibir la transcripcion de genes que codifican para receptores
involucrados en la transduccion de sefales inducidas por el reconocimiento de
patdgenos como son los TLR (receptores toll-like) (Hasan, et al, 2007). Estas

interacciones de E6 con las diferentes proteinas del sistema inmune, dan como
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resultado en una inhibicion de la apoptosis y una persistencia del virus en la célula

huésped, aspecto importante en la tumorogénesis celular.
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Figura 1.16. Blancos celulares de la oncoproteina E6 de VPHs de alto riesgo involucrados en
la transformacion celular. La formacion del complejo E6-EBAP facilita degradacion mediada por
la ubiquitinacion de las proteinas con dominios de unién PDZ, p53 y NFX1-9 (Lizano, et al., 2009).

1.2.4 E6 COMO REGULADORA DE LA UNION CELULA-CELULA Y LA
POLARIDAD CELULAR

El potencial oncogénico de los VPHs de alto riesgo, ha sido vinculado a la
capacidad de la oncoproteina E6 para unirse a proteinas que controlan la
adhesion, la polaridad y la proliferacion celular; un ejemplo de esto es la capacidad
que posee E6 de los VPHs de alto riesgo para unirse e inducir la degradacion de
proteinas de la familia MAGUK (guanilato kinasas asociadas a la membrana)
(Hasan, et al.,, 2007). Estas son proteinas andamio, que estan localizadas en las
regiones de contacto célula-célula como los sitios de union entre células
epiteliales. Se ha demostrado que estas proteinas son fundamentales para
mantener la adhesion y polaridad celular, asi como la estructura del citoesqueleto,

aspectos fundamentales en el control de la proliferacion celular, la pérdida de
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estas caracteristicas celulares puede contribuir al establecimiento de un proceso
de carcinogénesis (Munger, et al., 2002). Se ha visto también la interaccion de E6
con paxilina, la cual es una proteina que forma parte de las uniones de adhesion
focal, participa en la organizacion de las fibras de actina y en la organizacion del
citoesqueleto. La unién de E6 a esta proteina induce la pérdida de la integracion
epitelial, lo cual contribuye a la transformacion viral (Degenhardt, et al., 2001). La
realizacion de ensayos que detectan el ARNm del oncogén E6 podria tener el
potencial de detectar infecciones con VPH clinicamente relevantes. (Cuschieri,
Safaeian,2007). En la imagen se resumen, las interacciones de la oncoproteina
E6 con proteinas celulares, y las consecuencias de estas interacciones en la
proliferacion celular el cual es uno de los eventos principales para el desarrollo de
neoplasias graves.

Ubiquitin
Kiapin Unidn cdlula-cdula,
polaridad y control
Apoptosis RaAR de la proliferacion
Bak [ps3 [hDlg] MAGI3
C-myc Procaspase8 ib MUPP1
FADD *Survivin MAGI-1 PAT]
TNFRI1 MAGI-2 PTPN3
Organizacién y
Regulacién E6-AR Diferenciacion
Transcripcional Epitelial
CBPyp300 E6-BPyERC-55
E6TP1 A3 Pibulin-1 Paxillin
Gps2 Tuberin Zyxin
Reconocimiento  Estabilidad
Inmune Cromosomica
hMCM7
e A KTERT XRCCI
O(6)-methylguanine
DNA methyltransterence

Figura 1.17. Proteinas celulares con las que interacciona la oncoproteina E6 de
VPH-AR (Lizano et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION

El CaCu es la segunda neoplasia mas frecuente en mujeres en México, cuyo

principal factor de riesgo es la infeccion con VPH de alto riesgo.

Recientemente se ha comenzado a dar importancia a la coexistencia de mas de
un tipo de VPH como posible potenciador de la carcinogénesis. Es por ello que la
identificacion de los diversos genotipos de VPH y la deteccion de infecciones

multiples, podria poseer valor predictivo para el diagnostico de CaCu.
3. HIPOTESIS

Existe asociacion entre la presencia de mas de un genotipo de VPH vy la

severidad de la lesion en el cérvix.
4. OBJETIVOS
4.1. GENERAL

Conocer la asociacion entre la infeccion con mas de un genotipo del VPH y la

severidad de la lesion del cérvix de pacientes mexicanas.
4.2. PARTICULARES

1) Determinar la presencia y el genotipo del VPH en muestras de cérvix con

diferentes grados de lesiones intraepiteliales.

2) Evaluar la asociacién entre la presencia de mas de un genotipo de VPH y el

grado de la lesion en el cervix.

3) Evaluar la asociacién entre los niveles de expresion del oncogén E6 vy el

grado de la lesion en el cérvix.
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5. DISENO EXPERIMENTAL:

Se presenta un disefio del tipo de analisis multivariado, tratdandose de un estudio
de tipo exploratorio, observacional, experimental y longitudinal. Las muestras
obtenidas para la realizacion de este estudio fueron de pacientes que asistieron a
su consulta en el hospital del IMSS de la Raza, en el 2012, y del Hospital Juarez
de México (HIM), en el 2014.

Las técnicas moleculares se realizaron con acidos nucleicos (ADN y ARN)
extraidos del propio material bidpsico para asegurar que la relacion entre lesion
histolégica y tipos de VPH aislados son causa y no una mera coexistencia

temporal.

6. CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes que asistieron a su estudio colposcopico de rutina y de muestreo de
citologia cervical dieron su consentimiento para la toma y almacenamiento de sus
muestras. Para el estudio actual no escrito y se obtuvo el consentimiento
informado.

Las muestras procesadas fueron biopsias cervicales tomadas de 55 pacientes,
que asistieron a su consulta colposcopica en el Hospital Juarez de Mexico, y el
Centro Médico Nacional La Raza de la Ciudad de México. A 25 de estas pacientes
se le tomaron dos biopsias, una de la region donde se localizaba la lesion y otra
en una region del cérvix de la misma paciente que no presentaba lesion alguna.
Las muestras con lesion fueron clasificadas en el hospital por patologia en Cancer
cervico uterino (CaCu), Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG),
Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) y Células escamosas
atipicas de significado indeterminado (ASCUS), considerando la proporcion del

espesor epitelial que presenta células maduras diferenciadas.
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7. METODOLOGIA:

7.1 Lineas Celulares:

Se trabajo con dos lineas celulares para la estandarizacion de los procedimientos
experimentales y como controles positivos a la infeccion con VPH. Una linea
celular Hel a, la cual contiene la presencia viral de VPH-18, fue cultivada en medio
de cultivo celular Dulbecco’s Medified Eagle Medium con cambios de medio cada
48 horas, durante una semana antes de ser cosechadas, proporcionada por la
Dra. Elizbeth Alvarez, y la linea celular SiHa, la cual contiene la presencia viral de
VPH-16, proporcionada por el Dr. Jorge Fernandez del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN). De ambas lineas celulares se extrajo ADN y ARN con el kit
AllPrep (QIAGEN) y la extraccion de ARN se realizd con el kit SV Total ARN

Isolation System (Promega) de acuerdo al protocolo incluido en el kit.
7.2 Obtencion de las biopsias de las pacientes

Las muestras procesadas fueron biopsias cervicales tomadas a 55 pacientes, que
asistieron a su consulta colposcopica en el Hospital Juarez de México, y el Centro
Médico Nacional La Raza de la Ciudad de México. A 25 de estas pacientes se le
tomaron dos biopsias, una de la region donde se localizaba la lesion y otra en una
region del cérvix de la misma paciente que no presentaba lesion alguna. Las
muestras con lesion fueron clasificadas en el hospital de acuerdo a las patologias
existentes tales como Cancer Cérvico-uterino (CaCu), Lesion intraepitelial
escamosa de alto grado (LIEAG), Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
(LIEBG) y Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS),
para ello fue consideranda la proporcién del espesor epitelial que presenta células

maduras diferenciadas.

Todas las muestras obtenidas del Hospital de la Raza (un total de 50 biopsias)
fueron colocadas en medio Tissue Tek (Sakura Finetek), y almacenadas a -80°C
para ser criopreservadas. Las biopsias obtenidas del Hospital Juarez de México

(un total de 30 biopsias) fueron obtenidas en bloques de parafina para ser
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preservadas. Se tomé registro de datos epidemioldgicos como: la historia familiar,
la historia clinica, edad, Ultimo estudio realizado, sin o con histerectomia,
presencia de miomatosis uterina, habitos, etc, para todos y cada uno de lo que se

registro.

7.3 Extraccion del acidos nucleicos

El ADN total de las 55 biopsias se obtuvo a partir del tejido con el Kit ADN / ARN
AllPrep (Qiagen) para extraccion simultanea de acidos nucleicos. El procedimiento
integra la tecnologia patentada por QIAGEN para la union selectiva del ADN de
doble cadena con la tecnologia de RNeasy bien establecida. La purificacion eficaz
del ADN de alta calidad y el ARN estan garantizadas, sin la necesidad de RNasa

adicional y la digestion con ADNasa.

Las muestras biologicas se lisaron y se homogenizaron en un Buffer de Lisis que
contiene  guanidina-isotiocianato-altamente  desnaturalizante, que inactiva
inmediatamente ADNsas y RNAsas para asegurar el aislamiento de ADN y ARN
intacto. El lisado se hace pasar a través de una columna de centrifugacion de ADN
AllPrep. Esta columna, en combinacion con el Buffer de alta salinidad, logra la
unién del ADN gendomico selectiva y eficientemente. La columna se lava, y luego
se eluye el ADN. El material gendmico purificado con el procedimiento de ADN /
ARN AllPrep tiene una longitud media de 15-30 kb dependiendo de las

condiciones de homogenizacion.

El etanol se anade al flujo a través de la columna de centrifugacion de ADN
AllPrep para proporcionar condiciones de union apropiadas para el ARN, la
muestra se aplico luego a una columna de centrifugacion MinElute RNeasy, donde
el total de ARN se une a la membrana y los contaminantes se lavan de manera

eficiente. EI ARN de alta calidad se eluye en agua libre de RNAsa.

Con el procedimiento de ADN / ARN AllPerp, todas las moléculas de ARN de mas
de 200 nucledtidos son purificadas. ElI procedimiento proporciona un
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enriquecimiento de ARNm, ya que la mayoria de ARN <200 nucleotidos (tales
como 5.8S rARN, 5S rARN y tARN, que en conjunto constituyen el 15-20% del

total de ARN) se excluyen de forma selectiva.

La biopsia se coloco en un tubo falcon de 15mL, al cual se le colocaron
previamente 350uL de buffer RLT (para hacer la lisis celular), y 5uL de ARN
carrier (para obtener una mejor recuperacion del ARN total). Una vez que el tejido
se encontraba dentro de la solucidn se procedié a la homogenizacion, realizando
la disrupcién con el equipo Tissue Ruptor (Qiagen), el cual ayuda a la
homogenizacion de las muestras en presencia del buffer de lisis. Cuando el tejido
se encontr6 completamente homogenizado en la solucion se procedié a la
extraccion del ADN y del ARN.

Primeramente se centrifugé durante 2 minutos a 14000 rpm en una centrifuga
5804R, con un rotor de tubos eppendorf de 1.5 mL y se transfirid a una columna
de ADN (color morado) de coleccion de 2mL y nuevamente se centrifugo durante
30 segundos a 10000rpm. La elusion se almaceno a 4°C mientras se realizo la
extraccion del ADN. Posteriormente se adicionaron a la columna 500uL de buffer
AW1, para lavar, y centrifugar 15 segundos a 10000rpm, después de esto se
adicionaron 500uL de buffer AW2 y se centrifugo por dos minutos a 14000rpm.
Finalmente la columna se colocd un nuevo tubo colector de 1.5 mL y se adiciono
50 uL de buffer EB (previamente calentado a 70°C), se incubo a temperatura
ambiente durante dos minutos y se centrifugo por un minuto a 10000 rpm para

eluir el ADN. Se repitié este ultimo pasoé para eluir el ADN 3 veces.

Para la extraccion del ARN, se utilizo la elusion almacenada a 4°C que
anteriormente se menciond, ésta se transfirid a una columna de ARN (columna
rosa del kit) y se centrifugd durante 15 segundos a 10000rpm, posteriormente se
le adicionaron 700 uL de buffer RW1 (para lavar la columna), y se centrifugo
durante 15 segundos a 10000rpm, se descartdo el eluido, después se le

adicionaron a la columna 500 uL de buffer RPE y se centrifugo durante 15
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segundos a 10000rpm, se le adicion6 500 uL de etanol al 80% y se centrifugd
durante 2 minutos a 10000rpm, finalmente se transfirié la columna a un nuevo tubo
de recoleccion de 1.5mL y se le adicionaron a la columna 14uL de agua libre de
ARNSsa directamente en el centro de la membrana para eiuir el ARN. La siguiente

figura 2.2 muestra el diagrama de flujo:

B) Células o tejido

. Uisar y homogenizar

.

ARN Total a través SENHencmes
del fluio ~ Centrifugar Columna de ADN AllPrep: Unién de

\ ADN gendmico

Adicionar etanol ! Lavado
t

Centrifugar Columnade ¢
ARNasa: Unidn de ARN

,_)! Elucion
*~

ADN eluido

o auf

'3  ARNTotal

Lavado

G et ) ot

Elucion

o

ARN eluido

Figura 7.1 Equipo y Kit de Qiagen utilizados para extraccidn de acidos nucleicos. La
imagen A) muestra el equipo de Tissue-Ruptor utilizado para hacer la disrupcion del

tejido, La imagen B) el resume el protocolo para la extracciéon del ADN y ARN.
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7.4 Deteccion del ADN viral en las muestras

El ADN total se us6 como molde para detectar la presencia de ADN viral mediante
amplificacion por PCR usando cebadores especificos. Se utilizd un par de
iniciadores consenso externos para los diferentes tipos virales MY0O9/MY11 y que

van dirigidos a la region L1 del VPH que amplifican un fragmento de 450 pb.

La identificacion de tipos virales se basa, en el analisis de la secuencia del gen L1
de VPH, el cual se sabe que es un genotipo viral si la secuencia nucleotidica del
gen L1 difiere por poco mas del 10%, si las diferencias de la secuencia del gen es
del 2%-10% definen a un subtipo viral y finalmente si la diferencia es menor al 2%

se define a una variante viral (Lépez-Saavedra, et al., 2006).

En este trabajo se utilizaron los oligonucledtidos MY09/MY 11 (Yoshikawa Hiroyuki,
et al.,1999), que amplifican un fragmento de 450 pb del gen L1 del VPH. El gen L1
es el mas conservado del genoma viral y por lo tanto ha sido usado ampliamente
utilizado para determinar la presencia del virus en la muestras. En la tabla 6 se
muestran los genotipos virales que se pueden detectan con estos oligonucleotidos
asi como el sitio del genoma viral en donde hibridan. Los oligonucledtido MY09
5'CGTCCMARRGGAWACTGATC3" y MY11 3'GCMCAGGGWCATAAYAATGGS’

detecta a los siguientes tipos virales:
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Tabla 6. Genotipos de VPH vy sitios de hibridacion del oligonucleétido MY0O9/MY 11

Genotipo de VPH Sitio de Genotipo de VPH Sitio de

detectado con MY09 hibridacion detectado con MY11 hibridacion
VPH 6 5761-5784 VPH 6 5984-6003
VPH 11 5743-5766 VPH 11 5966-5986
VPH 16 5609-5632 VPH 16 5841-5861
VPH 18 5585-5608 VPH 18 5817-5836
YPH 31 5524-5547 VPH 31 5524-5547
VPH 33 5566-5589 VPH 33 5801-5820

Se muestra algunos de los genotipos de VPH detectados con los oligonucledtidos, los probables
sitios de union del oligonucledtido MY09 y MY 11.

Tabla 7: Reaccién para la deteccién de VPH empleando la técnica de PCR
utilizando oligonucleétidos “MY09/MY 11"

Reactivo Concentracion
Buffer 10x 1%
Mg”* 150mM 1.5 mM
dNTPs 2.5mM 0.25 mM
Oligo MY09 200 ng
Oligo MY 11 200 ng
Taq polimerasa 25U
ADN 500 ng
Volumen final 25l
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94°C
94°C
46°C
112G
72°C
4°C

Condiciones de amplificacion para la PCR

10 min. 1ciclo

1 min

130s 35 ciclos
2 min

10 min.  Extensién

7.5 Genotipificacién de VPH por microarreglos de baja densidad

Para la tipificacion se empled el kit de diagnéstico CLART PAPILLOMAVIRUS
HUMANO 2 (CLART HPV2) el cual detecta 35 tipos VPH empleando PCR

multiplex para posteriormente visualizar los resultados mediante arreglos de baja

densidad. La hibridacién en cada sonda del arreglo se realiza por triplicado para

cada genotipo. El analisis de los microarreglos se realiza de forma totalmente
automatizada con el software SAICLART (figura 7.2).

A)

55616264717274
818384878091

GEMN*MICAH
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B)

Figura 7.2 Tipos virales de VPH detectados con el Kit CLART HPV2 y Lector CAR (Clinical
Array Reader). A) Muestra los genotipos de VPH detectados con el kit, la imagen B) Lector CAR
en el cual es visualizado el genotipo de VPH detectado en la muestra.

Este proceso experimental se basa en la precipitacion de un producto insoluble en
aquellas zonas del microarreglo en las que se produce la hibridacién de los
productos amplificados con las sondas especificas. Durante la PCR, los productos
amplificados se marcan con biotina. Después de la amplificacion, estos productos
se hibridan con sus respectivas sondas especificas que estan inmovilizadas en
zonas concretas y conocidas del microarreglo, tras lo que se incuba con un
conjugado de estreptavidina-peroxidasa. El conjugado se une a través de la
estreptavidina con la biotina presente en los productos amplificados (que a su vez
se encuentran unidos a sus sondas especificas) y la actividad peroxidasa provoca
la aparicion de un producto insoluble en presencia del sustrato o-dianisidina, que

precipita sobre las zonas del microarreglo en las que ocurre la hibridacion (Figura
7.3).

71



Sondas sobre array

Producto marcado

biotina
"

Incubacion Conjugado
con el conjugado
Precipitacion
del sustrato

'.QQDQ

Figura 7.3 Hibridacion de las muestras de ADN en el microarreglo de baja densidad. Se
muestra el esquema del proceso de hibridacion y visualizacion en el microarreglo de CLART2.
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Figura 7.4 Distribucién de las sondas en el microarreglo de CLART 2. Se muestra la

disposicion de los 35 genotipos de VPH en el microarreglo, cada uno esté por triplicado y asi

mismo se muestran los controles.

A)

N

AT-array tube/ CLART® strip

Control de amplificacion

Marcadores

AT-array tube/ CLART® strip

C)

Control Gendmico
|

=

AT-array tube/ CLART® strip

Figura 7.5 Controles incluidos en el microarreglo. A) Control de amplificacion, que me permite

distinguir entre los casos de inhibicion de la reaccién de PCR y aquéllos en los que no se encontré

ADN en la muestra. B) Control de eficiencia, los cuales son marcadores de biotina que validan la

eficacia de los reactivos incluidos en el kit. C) Control de genémico, el cual Informa de la presencia

de ADN de la paciente en la muestra, valida la eficacia del proceso de extraccién y la presencia de

muestra en el test.
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Se realizd una amplificacion de ADN, se afadié 5uL de ADN de cada una de las
pacientes en un tubo reaccion del kit de CLART-HPV2 para cada muestra, se
resuspendio6 varias veces con la micropipeta, y se colocaron los tubos en hielo. Se

programo el termociclador con los siguientes ciclos de temperatura.

Tabla 8. Esquema de amplificacién de PCR punto final.

1 ciclo 95°C 5 minutos
94°C 30 segundos
40 ciclos 55°C 60 segundos
72°C 90 segundos
1 ciclo 72°C 8 minutos

20°C hasta la recogida de tubos

(opcional).

Se inicio el programa y se colocaron los tubos de reacciéon en el termociclador
cuando el bloque sobrepaso los 90°C. De este modo se disminuyo las posibles
amplificaciones inespecificas debidas a incubacion por debajo de la temperatura

de hibridacion.

Cada tubo de reaccion contiene un par de oligonucledtidos que amplifica un
fragmento del gen CFRT humano. Este es el control de extraccion de ADN
gendmico o control de ADN del paciente, un par de oligonucleotidos que amplifica
un plasmido modificado que se usa como control de amplificacion de PCR (estos
dos controles internos ayudan a eliminar los falsos negativos) y oligonucledtidos
especificos de VPH. Durante la PCR, los productos amplificados se marcan con

biotina.

Posteriormente se procedio a realizar el proceso de visualizacion, el cual consistio

en lo siguiente: Se encendio el termobloque a 65°C, media hora antes de iniciar la
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incubacion. Las muestras amplificadas anteriormente se desnaturalizaron durante
10 minutos a 95°C. Se preparo el buffer de lavado (TL), por cada tira de 8 pocillos
se mezclé TmL de TL en 9mL de agua destilada, por lo tanto, mezcle 6mL de TL
en 54mL de agua destilada. Se pre-lavaron las tiras CS (Tiras CLART Strip)
agregando 200uL de TL diluido, se pipeteo cada pocillo varias veces y se desechd
la solucién. Se afadieron 100uL de solucion de hibridacion (SH) a cada pocillo del
CS, ésta estuvo a temperatura ambiente antes de utilizarse, una vez
desnaturalizados los productos de PCR, se afiadieron 5uL de producto de PCR
desnaturalizado a cada pocillo, se resuspendio varias veces para que se mezclara
con la solucion de hibridacion. Se incubo la tira cubierta con una tapa, en el

termomixer de placa, durante 1 hora a 65°C agitando a 550rpm.

Las sondas inmovilizadas sobre la superficie, capturan los productos amplificados
complementarios marcados con biotina. A través de ia biotina, se une el
conjugado, en este caso es estreptavidina-peroxidasa-HRP (peroxidasa de
rabano). El sustrato o-dianisidina por la accion de la HRP, produce un precipitado
sobre la zona en la que se produce la hibridacionde los productos con las sondas

especificas.

Tras esta incubacién, se saco la placa y se desechd la solucion de hibridacion con
pipeta, se programo el termomixer de placa a 30°C y en movimiento para su
utilizacion posterior. Se afnadieron 200uL de TL diluido, y se pipeteo cada pocillo 5
veces, se desechd la solucién TL con pipeta y se repitio una vez mas este lavado.
Se preparé la solucién conjugado (DC), se mezcld 1mL del diluyente de conjugado
(DC) con 7.5uL de conjugado (CJ) por cada tira de ocho pocillos, por lo tanto,
mezcle 6mL de DCen 45uL de CJ. Una vez desechada la soluciéon TL diluida, sin
dejar seco el array, se afnadié a cada pocillo 100uL de solucién CJ diluida. Se
incubo 15 minutos exactos en el termomixer de placa a 30°C, agitando a 550rpm.
Tras esta incubacién, se saco la placa y se desechd la solucidn rapidamente con

pipeta y se dejé programado el termomixer de placa a 25°C y en movimiento para
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su utilizacion posterior. Se lavaron los pocillos con 200uL de TL diluido,
resuspendiendo 5 veces con la pipeta y se deseché la solucién con la pipeta, este
lavado se repitié dos veces mas. Se afiadieron 100uL de Solucion de Revelado
(RE), en cada uno de los pocillos y se incubo a 25°C en el termomixer de placa
durante 10 minutos sin agitacion. Se deseché la solucién RE completamente con
pipeta, procurando no tocar el array y dejar completamente seco el pocillo.
Finalmente se procedio a leer el array en el CAR, se colocé un adaptador especial
sobre la bandeja del CAR y posteriormente se colocé la placa para tomar las
imagenes de todos los pocillos y ser analizados automéaticamente.

La sensibilidad de este kit va del 80% al 100% dependiendo del nimero de copias
virales.

La especificidad de este kit es del 100%, ya que no hay deteccién inespecifica de
otros virus patégenos habituales de muestras cervicovaginales, como son los

herpesvirus.

Interpretacion de Resultados:

POSITIVO
. CONTROL CONTROL DE 4
MUESTRA | para a[gun GENOMICO AMPLIFICACION INTERPRETACION
_genotipo
N N 4 Y POSITIVO

Este se considera un RESULTADO VALIDO

_ » . ° . Control Genomico
Control de amplificacion o
® = o
e a|
o "
\ ,’/1// S ) )
.o =~ 9—1——— VPH
bo\t « e °

AT-amray tube / CLART® strp

Figura 7.6 Validacion de un resultado positivo. Para determinar un resultado positivo se
requiere de la visualizacion de los tres controles del microarreglo A) Control de amplificacion (rojo),
B) Control Genémico (azul) y C) Controles de Biotina. Ademas de la amplificacién del tipo viral por

triplicado (verde).
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7.6 RT-PCR para amplificar el oncogén E6 de VPH

Para cumplir con el tercer objetivo del proyecto, se midié la expresion del ARNm
del oncogén de VPH EB, que nos permitio saber en qué etapa del desarrollo de la
infeccion se encuentra el VPH, ademas de indicarnos sus niveles de expresion.
Esto se realizé utilizando oligonucleotidos especificos para E6 de VPH16, que
amplifican un fragmento de 120pb, como control interno se utilizo6 GAPDH que

amplifica un fragmento de 140pb (Tabla 9).

Tabla 9: Oligonucleotidos para la amplificacion del oncogén E6, y el control

GAPDH.
GEN OLIGONUCLEOTIDO SENTIDO OLIGONUCLEOTIDO ANTISENTIDO AMPLICON
E6 TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA CGTGTTCTTGATGATCTGCAA 120pb

VPH16
GAPDH AGGTGACACTATAGAATAACCGTCAAGGC GTACGACTCACTATAGGGATGGTGGTGA 140pb

Los resultados de esta tercera parte experimental nos ayudaron a determinar el
valor medio de copias de ARNm de E6 de VPH16 por cada tipo de lesion. Se
realizo el céalculo de las cantidades medias de genotipos virales en cada tipo de
lesion, para poder estimar la relacion entre la expresion del ARNm de E6 y el tipo
de lesion. Asi como estimar la relacién entre la cantidad media de genotipos
virales y la expresion del ARNm de E6. Se estimo la relacion entre la cantidad
media de genotipos virales, la expresion del ARNm de E6 y el tipo de lesion y la

modulacion que ejerce el genotipo especifico sobre la expresion del ARNm EB6.
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8 Resultados

8.1 Caracteristicas de las pacientes incluidas en este estudio.

Diagnoéstico Colposcopico y Patolégico: En este trabajo se estudio un total de
55 pacientes, de las cuales se obtuvieron 80 biopsias: 55 biopsias que provenian
de una zona donde se diagnosticd una lesion mediante colposcopia y 25 biopsias
de una zona que no mostraba lesion en el cérvix, la cual solo se obtuvo de

algunas de las pacientes incluidas en el estudio.

A las pacientes se les realizé el diagnostico colposcopico por el personal medico
que tomé las muestras, y el diagndstico histologico en los Departamentos de
Patologia de los Hospitales La Raza y Juarez. Las biopsias se clasificaron por el
tipo de lesion de acuerdo a la nomenclatura histopatolégica de Bethesda (en su
version 2001) en lesiones LIEBG, LIEAG y CaCu. Cuando estas lesiones no se
pudieron clasificar en alguno de los tipos anteriores se denominaron ASCUS
(Tabla 10). El tipo de lesion mas frecuentemente encontrado fue la de bajo grado
(LIEBG, 45%), mientras que solo el 15% de las biopsias de las zonas lesionadas

no pudieron clasificarse en un tipo de lesion definida (Grafica 1).

Tabla 10. Diagnéstico de las Pacientes incluidas en este estudio.

Diagnostico Zona con lesion Zona sin lesiéon
No. Biopsias No. Biopsias
CaCu 11 9
LIEAG 1 10
LIEBG 25 6
ASCUS 8 0
TOTAL 55 25

Total de las pacientes incluidas en este estudio, las biopsias de las zonas con lesion y las muestras

obtenidas de la zona sana que corresponden a cada paciente de acuerdo al grado de la lesion.
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*CaCu= Cancer cervico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesidn intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Celulas escamosas atipicas de significancia indeterminada

B CaCu
W LIEAG
B LIEBG
W ASCUS

Grafica 1. Distribucién de las biopsias por lesion. Distribuciéon de las biopsias analizadas en
este estudio por lesién, clasificadas de acuerdo a la nomenclatura histopatolégica de Bethesda.
*CaCu= Cancer cérvico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada

8.2 Edad de las pacientes incluidas en este estudio

La edad de las pacientes incluidas en este estudio se obtuvo de su historia clinica.
La edad promedio fue de 38.3 + 1.5 afios (media + error estandar de la media). No
se encontraron diferencias en la edad de las pacientes por grupo de lesiones (H=
7.04; gl: 3,55; p=0.071), con lo cual nuestros grupos de estudios son homogéneos

en relacién al factor de riesgo edad (Grafica 2).
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Grafica 2: Edad de las pacientes incluidas en este estudio. Diagrama de caja y bigote, basado
en cuartiles, mediante el cual se visualiza la mediana de la edad de las pacientes en cada uno de

los grupos definidos por grado de lesion. Este diagrama se realizd con el programa estadistico
NCSS.

*CaCu= Cancer cérvico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesién intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada

8.3 Cuantificacion del ADN obtenido de las biopsias de pacientes.

De las 80 biopsias obtenidas de las pacientes incluidas en este estudio se extrajo
el ADN para realizar la deteccion y la tipificacion del VPH. Una vez obtenido el
ADN de cada una de las muestras se cuantific6 midiendo su absorbancia (A) a
260 nm mediante espectrofotometria. Mas del 90% de las muestras de ADN
obtenidas poseian un indice de pureza A (260/280) mayor a 1.8 y concentraciones
en un rango de 10 a 9,100 ng de ADN por pl, como se muestra en los ejemplos de
la Tabla 11.
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Tabla 11. Cuantificacion del ADN de las biopsias de las pacientes

Biopsia con  Absorbancia Conc. Biopsia sin Absorbancia Conc.

Lesion (Az60/Azs0) ng/uL Lesion (Az60/Azs0) ng/pL

Muestras de pacientes con LIEBG

1LB 2.19 10,0 1SB 1.87 49,3
2LB 1.68 2,800 2SB 1.94 2,200
3LB 1.96 25,8 3SB 2.02 6,600
4LB 1.97 1,300 4SB 1.97 4,200
5LB 2.34 500 5SB 1.96 3,600
6LB 2.22 300 6SB 2.14 1,600
7LB 2.04 1,200 7SB 4.06 271
8LB 1.84 16,0 8SB 2.96 600
9LB 2.00 3,000 9SB 3.18 9,100
10LB 2.40 13,3 10SB 1.87 6,800

Muestras de pacientes con LIEBG

1LA 1.90 2,200 1SA 1.68 2,200
2LA 1.88 43,5 2SA 1.96 14,5
3LA 1.78 22,5 3SA 1.97 3,900
4LA 2.76 8,600 4SA 1.97 26,5
5LA 1.20 1,300 55A 2.34 400
6LA 2.04 1,500 6SA 2.22 400
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7LA 1.85 400 7SA 1.84 400

8LA 1.84 1,200 8SA 2.00 13,0
9LA 225 6,600 9SA 2.04 2,600
10LA 2.18 33,5 10SA 1.94 600

Muestras de pacientes con CaCu

1LC 1.68 1,500 1SC 1.68 8,00
2LC 1.96 2,000 2SC 1.90 6,500
3LC 1.97 2,200 3SC 1.88 2,400
4LC 1.97 1,500 4SC 1.78 6,600
5LC 1.20 800 5SC 1.85 175
6LC 2.04 33,7 6SC 1.84 3,400
7LC 1.85 1,300 7SC 2.25 4,200
8LC 1.84 16,0 8SC Z18 1,300
9LC 2:25 2,700 9SC 1.97 1,900
10LC 1.84 1,500 10SC 1.96 1,200

En el analisis mediante electroforesis en gel de agarosa del ADN de las biopsias
se observé una sola banda sin barrido lo cual sugirio que el ADN estaba integro y
era de alto peso molecular y por tanto optimo para la realizacion del estudio
(Figura 8.1).
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Figura 8.1 Perfil electroforético del ADN gendmico obtenido de muestras representativas
incluidas en este estudio. Gel de agarosa al 2%, representativo de todas las muestras
analizadas, Carriles 1-5 ADNg obtenido de las biopsias de distintas pacientes. Se cargaron 3 pL
del ADN total extraido mezclado con 2uL de buffer de carga EZ-Vision. La flecha indica el ADNg

de alto peso molecular.

8.4 Determinacion de la presencia de VPH en las biopsias de las pacientes.

Para determinar la presencia viral se realizé una amplificacion de un fragmento de
450 pb del gen L1 el cual esté conservado en los diferentes genotipos de VPH.
Para estandarizar las condiciones de amplificacién por PCR del gen L1 se utilizd
ADN extraido de la linea celular Hela, la cual tiene integrado en su genoma al
virus de VPH del tipo 18, también se incluyé el ADN genomico obtenido de una
biopsia de una paciente que no tenia lesion (control negativo). Ambas
amplificaciones se hicieron por duplicado y utilizando dos concentraciones de ADN
gendmico (50 y 100 ng). Para la estandarizacion de la PCR con oligonucleotidos
MYO09/MY11 se realizaron varias pruebas con diferentes concentraciones de
MgCl, (cloruro de magnesio), entre 0.6mM a 2.5mM, determinando como la
concentracion mas favorable 0.9mM de MgCl,. Las condiciones de amplificacion
también fueron analizadas, determinando 94°C (1min-30seg) para la
desnaturalizacion, 94°C (15seg), 55°C (45seg), 72°C (30seg), 30 ciclos, Asi
mismo también se amplifico un fragmento de 140pb del gen constitutivo GAPDH
como control positivo interno, el cual se pudo observar en la amplificacion del ADN

de Hela y de la biopsia sin lesion. La concentracion del ADN gendmico obtenido
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de biopsias depende del tamafio de las muestras, en biopsias con muy poco
material la concentracion obtenida tiende a ser baja, como fue el caso de algunas
muestras analizadas. La estandarizacién de la técnica de PCR permitié determinar
la concentracion minima para detectar la presencia viral en las biopsias de las
pacientes. De este ensayo se determin6 que 50 ng era suficiente para amplificar el
genoma viral por lo que esta fue la concentracion que seleccionamos para trabajar
con el ADN de las biopsias de pacientes (Figura 8.2).

A) DNAg Hel.a Biopsia B) b
{2 3 4 5 ¢ 1600

800

600

500

MY 300
450pb) 200

.

09mM 06mM 0GmM 06mM  Control

MgCt. negativo

Figura 8.2 Perfil electroforético de las condiciones de estandarizacion de los genes L1y
GAPDH. A) Estandarizacién de PCR con diferentes concentraciones de MgCl, (0.9mM y 0.6mM),
en cultivo celular Hel.a y control negativo. B) Se amplifico un fragmento de 450pb la region L1 de
VPH. Carril 1: marcador de talla molecular, carriles 2 y 3 amplificacion a partir de 50 y 100 ng de
ADN de células Hela, respectivamente, carriles 4 y 5 ADN de una biopsia sin lesion, carril 6 control
negativo de la PCR. En la parte inferior del gel se muestra la amplificacion del fragmento de 140 pb
del gen GAPDH.

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion del gen L1 se procedio a

determinar la presencia del ADN viral en las biopsias obtenidas de los pacientes.
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El resultado de la amplificacion se resolvionen geles de agarosa por medio de
electroforesis -y se visualizd en un transiluminador de UV, considerandose como
positivo la presencia de la banda de 450pb y como control negativo de la PCR una
reaccion donde se reemplazé el ADN por agua des-ionizada. En la figura 8.3 se
muestra un gel representativo de todas las muestras analizadas en el que se
observa que 9 de las biopsias fueron positivas (carriles 1-4, 6-9 y 11) y 2 negativas
(carriles 5y 10), el carril 12 corresponde al control negativo de PCR, en el cual

podemos observar que no hay amplificacion, tal y como es de esperar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pb '
1000
700

500 “
300_ D o= =

100_

Figura 8.3 Perfil electroforético para la deteccion de VPH en las biopsias de pacientes. Gel
de agarosa al 2%, tefido con EZ-vision. Carriles 1-11 biopsias de pacientes, carril 12 control

negativo. La flecha indica el fragmento de 450 pb del gen L1.

De las 55 biopsias obtenidas de la region con lesion en el cérvix, se observo que
el 87% (48/55) de las pacientes incluidas en este estudio fueron positivas para la
infeccion con VPH (Gréfica 3). Sin embargo, cuando se distribuyeron las biopsias
infectadas por tipo de lesion en todos los grupos el porciento de infeccion fue igual
o mayor a 80 (Grafica 4) y se encontré6 que no existia correlacion entre estas
variables ()(2(005,3): 4.26, p=0.235). Este resultado nos sugiri6 que conocer
solamente si hay infeccién o no con VPH no nos permitiria predecir el tipo de

lesion que podria padecer la paciente.
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Grafica 3. Porcentaje de biopsias positivas y negativas a la infeccién con VPH. La grafica

muestra el porcentaje de muestras positivas y negativas para VPH.
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Grafica 4. Muestras positivas para VPH por grado de la lesion. Porcentaje de la poblacion de
estudio positivas para VPH de acuerdo al grado de lesion determinada por el estudio colposcopico.
*CaCu= Cancer Cérvico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada
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8.5 Genotipificacion de los virus de VPH en las biopsias de las pacientes.

Para la genotipificacion del VPH, se utiliz6 el microarreglo de baja densidad
CLART HPV2 que permite detectar simultdaneamente la presencia de 35
genotipos de virus VPH, los cuales incluyen el 6, 11, 40, 42, 44, 54, 58, 61, 62, 71,
72, 81, 82, 84, 89 y 91considerados de bajo riesgo oncogénico y los genotipos: 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 43, 45, 51, 52, 53, 56, 59, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 83y 85
de alto riesgo oncogénico. Una de las ventajas de la utilizacion de este
microarreglo es que permite determinar la presencia de coinfeccion en las

biopsias de las pacientes.

Los resultados obtenidos nos permitieron observar que en la mayoria de las
pacientes con diagnostico de CaCu la presencia de VPH16 es alta, ya que este
genotipo viral se encuentra presente tanto en biopsias con lesion como en la
biopsia de la region sin lesién de la mayoria de estas pacientes. Sin embargo,
observamos que en algunos casos no se detectd la presencia de algun tipo de
VPH en la zona de la lesion, lo cual podria estar relacionado a que la paciente
podria estar infectada con un genotipo de VPH que no esta presente en el
microarreglo. Un ejemplo de esto, se visualiza en la figura 8.4, en la cual podemos
podemos observar que en la zona de la lesion de la paciente A no se detecta
ningun tipo de VPH, pero interesantemente en su biopsia sin lesion visible al
estudio colposcépico (A2), detectamos la presencia de VPH16. Un caso contrario
es la paciente B, en la cual se detecté VPH16 en la biopsia con lesion, mientras

que en la biopsia sin lesién (B2) no se detect6 ningun genctipo viral.

En la figura 85, observamos la genotipificacion de VPH de las pacientes
diagnosticadas con LIEAG, en las cuales se detectaron diversos tipos de VPH. En
este este grupo en particular se pudo visualizar la presencia de coinfeccion con
diferentes genoptipos de VPH, un ejemplo de ello son los resultados de la
genotipificacion de las biopsias de las pacientes J, K, N, N, O, P, Q, en las que la

mayoria de las coinfecciones estan presentes con dos genotipos de VPH, pero
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interesantemente observamos que en la paciente K, en su biopsia sin lesion (K2),
se detectaron cuatro genotipos diferentes de VPH-AR (16, 68, 39 y 59), mientras
que en su biopsia con lesion sélo se observa VPH16. Otro ejemplo de la presencia
de coinfeccion en nuestra poblacién de estudio es la paciente J en la cual se
detecta infeccién con VPH16 en la zona con lesion y en la zona sin lesion se
detecta coinfeccion con VPH16 y VPH58.

Finalmente, la genotipificacién de las pacientes diagnosticadas con LIEBG, se
presentan en la figura 8.6., que abarca un grupo representativo de pacientes
diagnosticadas con LIEBG. Se presentan seis pacientes en las cuales no se
detectd la presencia de algun genotipo viral presente en el microarreglo, a
excepcion de la paciente V, en la cual se detectdé VPH16 en la biopsia sin lesion
(V2), curiosamente en la biopsia con lesion de esta misma paciente no se detecto

ningun genotipo de VPH.
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Figura 8.4 Genotipificacion de pacientes diagnosticadas con CaCu. Microarreglos de nueve
pacientes diagnosticadas con CaCu, las letras A, B, C, D, E, F, G, H, | corresponden a las nueve
pacientes y el numero 2 se refiere a la biopsia de la misma paciente de una zona sin lesion. Las
flechas sefalan el tipo viral identificado, el cual esta por triplicado.

*CaCu= Cancer Cervico-uterino
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Figura 8.5 Genotipificacion de pacientes diagnosticadas con LIEAG. Microarreglos de nueve
pacientes diagnosticadas con LIEAG, las letras J, K, L, M, N, N, O, P, Q corresponden a las nueve
pacientes y el numero 2 se refiere a la biopsia de la misma paciente de una zona sin lesién. Las
flechas sefalan el tipo viral identificado, el cual esta por triplicado.

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado
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Figura 8.6 Genotipificacion de pacientes diagnosticadas con LIEBG. Microarreglos de seis

pacientes diagnosticadas con LIEBG, las letras R, S, T, U, V, W corresponden a las seis pacientes

y el numero 2 se refiere a la biopsia de la misma paciente de una zona sin lesion. Las flechas

sefalan el tipo viral identificado, el cual esta por triplicado.

*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado
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8.6 Analisis de la Genotipificacion

Los datos obtenidos de la genotipificacion se analizaron para determinar cuales
eran los genotipos de VPH mas frecuentemente encontrados en las biopsias
estudiadas. Las biopsias analizadas tienen 25 tipos de VPH diferentes de los
cuales 12 genotipos corresponden a VPH-BR (BR: bajo riesgo), entre ellos
encontramos con mayor frecuencia VPH61, 70 y 84, presentes en el 6.3% (3/48)
de las pacientes (Grafica 5). En la Grafica 6, se muestran los 13 genotipos de
VPH-AR (AR: alto riesgo) encontrados en nuestra poblaciéon. Observamos que los
VPH-AR con mayor frecuencia son VPH16, presente en el 52% (25/48) de las
biopsias genotipificadas, VPH31 presente en el 22.9% (11/48) de las biopsias y
VPH51 presente en el 18.8 % (9/48) de las biopsias.

e I |
vPH 33 W

VPH 54

VPH 62

VPH11

VPH6

BR

VPH 42

VPH71

TPOS DE VYPH

VPHB1 |

VPH72

VPH 84

VPH70

vl TS .

Cantidad de individuos

Grafica 5: Tipos de VPH-BR encontrados en las biopsias con lesién. Frecuencia de los
genotipos de VPH-BR.
*VPH-BR= Virus de Papiloma de Bajo Riesgo
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Es importante sefialar que en estos resultados de Genotipificacion de VPH-BR, los
VPH11 y VPH6 se encontraron en una frecuencia menor (3.6%) comparado a lo
reportado en la literatura (Alejo, et al. 2004). Ya que se ha observado en diversos
estudios que este tipo de genotipos tienen una mayor prevalencia en lesiones

intraepiteliales leves como LIEBG y ASCUS.
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Gréafica 6: Tipos de VPH-AR encontrados en las biopsias con lesién. Frecuencia de los
genotipos de VPH-AR.
*VPH-AR= Virus de Papiloma de Alto Riesgo

Posteriormente, analizamos la distribucion del poder oncogénico de los VPHs
encontrados en nuestra poblacion en cada uno de nuestros grupos de estudio. Se
encontré que el 64.6% (31/48) de las pacientes infectadas poseia mas de un tipo
viral con diferente poder oncogénico, es decir estaban infectadas con VPH de alto
y bajo riesgo, mientras que el resto (17/48) sélo estaba infectada por VPH de alto
riesgo. Al analizar la presencia de VPH de AR y BR por grupos de lesiones
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encontramos que la mayoria de las lesiones de CaCu (88.8 %, 8/9) y de LIEAG
(90.9%, 10/11), que son las dos lesiones mas severas, presentaban coinfecciones
por VPH-AR. Sin embargo las LIEBG tenian el porcentaje menos elevado de
infeccion por VPH-AR (25%, 5/20), mientras que en la mayoria de ellas se
encontraron VPHs de alto y bajo riesgo (70%, 14/20) (Grafica 7). La mitad de las
lesiones indeterminadas (ASCUS) presentaron coinfecciones con VPH-AR vy la
otra mitad con VPH-AR/BR (Gréfica 7). Las coinfecciones por VPH-BR fueron en
todos los tipos de lesiones menor o igual al 11% (Grafica 7). A partir de estos
resultados se pudo determinar la correlaciéon entre el poder oncogénico del VPH y
la aparicion de un tipo u otro de lesion (xz(o,os,s) = 20.5, p=0.002), lo cual sugiere
que es posible predecir el tipo de lesion que se encontraria a partir del
conocimiento del poder oncogénico (AR, BR, mixto) del VPH.
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Gréfica 7: Porcentaje de VPH-BR, VPH-AR y VPH-Mixto en cada tipo de lesion. Prevalencia de
los genotipos de VPH-BR (barras rojas), VPH-AR (barras azules), VPH-AR/BR (mixto, barras

verdes) encontrados en la poblacién de estudio.
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*CaCu= Cancer Cérvico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesién intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada
*VPH-BR= Virus de Papiloma de Bajo Riesgo

*VPH-AR= Virus de Papiloma de Alto Riesgo

Estos resultados resaltan la importancia de la deteccién y genotipificacion de VPH
en pacientes diagnosticadas con algun tipo de lesién pre-invasora e invasora, y la
existencia de coinfecciones con VPH. En nuestro estudio, observamos que de las
48 muestras positivas a la presencia viral, y que ademas fueron genotipificadas
con el microarreglo, 34 de las biopsias estudiadas fueron positivas para mas de un
genotipo de VPH (coinfeccion o multiple) esto corresponde al 71% de la poblacion
de estudio, mientras que 14 de las biopsias fueron positivas con un solo genotipo
viral (Infeccion Simple) las cuales corresponden al 29% de la poblacion de estudio
(Grafica 8). Por otra parte también encontramos dependencia entre el tipo de

infeccion (multiple o simple) y el tipo de la lesion (xz(o.os,s) = 23.04, p=0.000).

# Coinfeccion

M Infeccién Simple

Grafica 8: Porcentaje de coinfeccion e infeccion simple. Porcentaje de la poblacion de estudio
que dio positivo para mas de un tipo de VPH y el porcentaje de la poblacién de estudio que dio
positivo para un solo tipo de VPH.
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8.7 Evaluacion de la asociacion entre la presencia de mas de un genotipo de

VPH y el grado de neoplasia en el cérvix

Hasta ahora hemos observado con nuestros resultados que la presencia de
genotipos de VPH es necesaria para el desarrollo de algun tipo de lesion cervical,
ademas de que hemos detectado una alto porcentaje de coinfecciones en la
poblacion de nuestro estudio. Aunado a esto recientemente se ha sugerido que la
coexistencia de mas de un genotipo de VPH en mujeres, podria ser coadyuvador
y/o potenciador de la carcinogénesis. Es por ello que realizamos un analisis
estadistico de la relacion entre el grado de la lesion y la coinfeccion en la
poblacién de estudio. El estadistico utilizado se denomina Odds Ratio (OR), este
es un calculo estadistico para determinar la probabilidad de que un evento ocurra
debido a la presencia de un factor, en este caso nosotros analizamos la
probabilidad de que el desarrollo de una lesion se deba a una infeccion multiple o
a una infeccion simple.

La formula para calcular este estadistico OR y la su probabilidad son las

siguientes:

a.d o _ OR
OF = - A)Prob._o——R+l

Interesantemente los datos obtenidos con este analisis estadistico, que se
muestran en la tabla 13, nos permitieron observar que la probabilidad de tener
una LIEBG es del 97.6% cuando esta presente la coinfeccion con VPH, esta
estimacion es alta comparada con la probabilidad de desarrollar una displasia
severa como LIEAG y CaCu, dada la presencia de coinfeccion, donde la

probabilidad es menor del 18.6% y 5.8% respectivamente.
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Tabla 12: Relacion entre el grado de lesiéon y la coinfeccién

CaCu Infeccion Simple  Coinfeccion OR=0.0625 PROBABILIDAD
Lesion 7§ 2 C195% (0.0106-0.3675) 5.8%
Otra Lesion 7 32 7=3.067
P=0.0022
LIEAG Infeccion Simple  Coinfeccién OR=0.2299 18.6%
Lesion 6 5 C195% (0.0555-0.9527)
Otra Lesion 8 29 7=2.027
P=0.0427
LIEBG Infeccion Simple  Coinfeccion OR=41.0000 97.6%
Lesion 0 20 C195% (2.2597-743.9164)
Otra Lesion 14 14 Z=2.511
P=0.0120
ASCUS Infeccion Simple  Coinfeccidn OR=3.5000 -
Lesion 1 7 C195% (0.3884-31.5421)
Otra Lesion 13 26 7=1.117
P=0.2641

Datos obtenidos con el programa estadistico MedCalc

También se realizdé un andlisis de los genotipos presentes en las pacientes de
acuerdo al numero de genotipos identificados y el grado de lesion diagnosticado.
Los resultados se muestran en la Grafica 9, donde se observa que en el 78 y 55 %
de las pacientes con lesiones CaCu y LIEAG, respectivamente hay un solo un
genotipo viral. En el caso de las lesiones leves, LIEBG y ASCUS, estas
presentaron un porcentaje igual o mayor al 40% de coinfecciones con VPH.
Especificamente en las biopsias LIEBG no hubo infecciones simples con VPH,
todas presentaron una coinfecciéon y el 40% de éstas tenian tres tipos de VPH
diferentes. En el caso de ASCUS el 50% de las biopsias presentaba una

coinfeccion con dos tipos de VPH diferentes.
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Grafica 9: Namero de genotipos presentes en cada una de las pacientes por grupo de lesion.
La grafica muestra la evaluacion de la asociacion entre la presencia de mas de un genotipo de
VPH y el grado de neoplasia en el cérvix.

*CaCu= Cancer Cérvico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada

Posteriormente, se calculd el porcentaje de pacientes positivas para una
coinfeccién simple y/o una coinfeccion mixta de acuerdo al grado de la lesion.
Derivado de este analisis se hallaron un total de 33 combinaciones diferentes de
los genotipos de VPH, de las cuales 19 combinaciones son de coinfecciones
mixtas, y 14 combinaciones corresponden a coinfecciones simples (Grafica 10).
De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo observar que el 71% de la
poblacion de estudio tiene coinfeccion con VPH y el 29% tiene una infeccidn
simple. Sin embargo, no se encontré correlacion entre el tipo de coinfeccion y el

grado de la lesion (x%0.0s,3) = 6.77, p=0.08).
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Posteriormente se calculd el porcentaje de pacientes positivas para una

coinfeccion simple y/o una coinfeccién mixta de acuerdo al grado de la lesion.

Derivado de este analisis se encontraron un total de 33 combinaciones diferentes

de los genotipos de VPH, de las cuales 19 combinaciones son de coinfecciones

mixtas, y 14 combinaciones corresponden a coinfecciones simples (grafica 10). De

acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo observar que el 71% de la poblacion

de estudio tienen coinfeccién con VPH y el 29% tiene una infeccion simple. Sin

embargo, no se encontrd correlacion entre el tipo de coinfeccion y el grado de la

lesion (x%00s,3 = 6.77, p=0.08).

Tabla 13: Coinfecciones mixtas y simples encontradas en las biopsias.

Coinfeccion Mixta

Cantidad de muestras

Coinfeccién Simple

Cantidad de muestras

16, 70
16, 71
39, 61
39, 81
18, 11
31, 42
59, 42
52, 54
51, 61
31, 56, 70
31, 56, 84
51,82, 84
31, 858,72
16, 31, 51, 62
16, 31, 51, 83
18, 52, 56, 6
18, 52, 56 , 61
18,53,58,81
16, 18, 31, 56, 66, 6

16, 18
16, 39
16 , 31
66 , 68
72,84
70,71
39, 51, 58
16, 31, 51
16, 51, 82
51,68,82
18, 52 y 56
31,52 ,56
16,52,53,56
16, 31,66 , 68

2

- sl

T SR U &

99



100 -

80

70 -

50

H Coinfeccion simple

% DE PACIENTES

a0 ® Coinfeccion mixta

30 -

|
i
20 |
|

10 +

CaCu LIEAG LIEBG ASCUS
GRADO DE LA LESION
Grafica 10: Porcentaje de coinfeccion simple y mixta por grado de neoplasia en el cérvix.

*CaCu= Cancer Cérvico-uterino
*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado
*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada

Aun cuando no fue posible determinar una combinacion con mayor frecuencia de
VPH en especifico, decidimos buscar cuales eran los VPHs encontrados con
mayor frecuencia en las coinfecciones observandose cuatro tipos de VPH con una
mayor frecuencia de los cuales el tipo VPH16 se encontraba en el 36.3% de las
combinaciones de coinfeccion encontradas en esta poblacion de estudio. De igual
modo el VPH31 en el 33.3%, el VPH51 en el 24.2% y el VPH18 en el 21.2% En la
Tabla 15 podemos ver la cantidad de combinaciones diferentes en las que se
encontraban cada uno de estos VPH, asi como el porcentaje correspondiente. Ello
nos permite observar que VPH16 es el de mayor frecuencia en la poblacion al

igual que VPH31. Es importante sefialar que VPH16 se encontr6 solo en lesiones
100



graves como CaCu y LIEAG, y en un porcentaje alto en coinfecciones, a diferencia
de VPH31, que solo se encontraba en biopsias donde se detectd coinfeccion, en
ninguna de nuestras biopsias observamos la presencia de VPH31 unicamente,
este genotipo viral siempre estuvo coexistiendo con otros genotipos de VPH en las

distintas pacientes donde fue detectado.

Tabla 14: VPHs encontrados con mayor frecuencia en las coinfecciones.

Tipo viral Cantidad de combinaciones  Porcentaje
VPH-16 12 36.3%
VPH-31 1 33.3%
VPH-51 8 24.2%
VPH-18 7 21.2%

Luego de determinar los genotipos con mayor prevalencia en la poblacion,
realizamos un andlisis estadistico OR, para establecer la probabilidad de tener
-alguin tipo de lesion cuando estd presente uno de los tipos de VPH encontrados
con mayor frecuencia en las coinfecciones: Llos datos se presentan en las
siguientes tablas y se muestran por cada tipo VPH con mayor frecuencia en
nuestra poblaciéon (VPH16: VPH31 vy VPH51). (Tablas 16, 17 y 18
respectivamente). Los siguientes estadisticos nos proporcionan informacion sobre
la probabilidad de desarrollar una lesién cuando alguna paciente esta infectada
con unos de los tipos de VPH-AR encontrados mas frecuentemente en este
estudio. Observamos que la probabilidad de llegar a desarrollar un CaCu es 10
veces mayor si esta presente la infeccion con VPH16 (OR = 10.4, p=0.034, Tabla
16). Cuando la paciente tiene VPH-31 tiene una probabilidad de 5 veces mayor de
desarrollar una LIEBG (OR = 5.6, p=0.024, Tabla 16), y en las pacientes
infectadas con VPH-51 es 7 veces mas probable que desarrollen una LIEBG (OR

= 7, p=0.025, Tabla 16). Es decir estos resultados sugieren que la infeccion por
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VPH-16 es un factor de riesgo para desarrollar CaCu, mientras que la infeccion

por VPH31 y 51 constituyen factores de riesgo para desarrollar LIEBG.

Tabla 15: Probabilidad de presentar CaCu cuando esta presente VPH16.

CaCu FREC. VPH16 VPH-OTROS OR=10.3529 PROB.
Lesion 8 1 Cl95%

89.9% (1.1784-90.9562) 91%
Otra 17 22 Z=2.108
Lesion P=0.0350

Tabla 16: Probabilidad de presentar LIEBG cuando esta presente VPH-31.

LIEBG FREC. VPH31 VPH-OTROS OR=5.5556 PROB.
Lesion 8 12 Cl95%
40% (1.2460-24.7700) 85%
Otra 3 25 7=2.248
Lesion P=0.0245

Tabla 17: Probabilidad de presentar LIEBG cuando esta presente VPH-51.

LIEBG FREC. VPH51 VPH-OTROS OR=7.0000 PROB.
Lesion F4 13 Cl95%
35% (1.2702-38.5756) 88%
Otra 2 26 Z7=2.235
Lesion P=0.0254
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Con respecto a los otros genotipos de VPH encontrados en nuestro estudio,

ninguno aumenta de forma significativa la probabilidad de desarrollar algtn tipo de

lesién intraepitelial leve, grave o CaCu.
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Grafica 11: Porcentaje de coinfeccién por grado de neoplasia en el cérvix.
*CaCu= Cancer Cérvico-uterino
*LIEAG= Lesién intraepitelial de alto grado
*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

*ASCUS= Células escamosas atipicas de significancia indeterminada
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8.8 Resultados de las biopsias sin lesion

Con respecto a las biopsias de la zona del cérvix, de las 25 biopsias sin lesion
analizadas, observamos que el 80% (20/25) de las muestras fueron positivas para
VPH, y el 20% (5/25) fueron negativas para VPH, como se muestra en la grafica
12. Como podemos ver el porcentaje de biopsias sin lesion positivas para VPH es
muy similar al porcentaje de biopsias con lesion positivas a VPH, es decir; tanto en
la zona con la lesién como en la zona sin lesion del cérvix el porcentaje de
positividad a la presencia viral es alta. Los resultados de las pacientes positivas

para VPH en la zona sin lesion en el cérvix se muestran en grafica 12.

Posteriormente se determino el porcentaje de infeccién con VPH en cada uno de
los distintos grados de lesién, de aquellas pacientes a las cuales se les pudo
tomar una biopsia de la zona sana del cérvix. Observamos que de las 9 pacientes
diagnosticadas con CaCu 8 (89%) fueron positivas para VPH, de las 10 pacientes
diagnosticadas como LIEAG, el 10 (100%) fueron positivas para VPH, de las 6
biopsias diagnosticadas con LIEBG, 2 (32%) fueron positivas para VPH. El
porcentaje de las pacientes positivas para la infeccion con VPH se observada en
los tres diferentes grupos de diagndstico, se presenta en la siguiente grafica.
(Grafica 13)
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Grafica 12. Porcentaje de muestras positivas a VPH en la zona sin lesién en el cérvix.
Porcentaje de muestras positivas y negativas para VPH. 80% de las muestras (20/25) fueron
positivas para VPH y el 20% de las muestras (5/25) fueron negativas para VPH.
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Grafica 13:Muestras positivas para VPH por grado de la lesion de las biopsias sin lesion.
Porcentaje de la poblacion de estudio positivas para VPH de acuerdo al grado de lesion
determinada por el estudio colposcépico.

*CaCu= Cancer Cérvico-uterino

*LIEAG= Lesidn intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado
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Estos datos son interesantes debido a que en estudios de rutina, cuando no se ve
dafio en el cérvix, no se aplica un tratamiento a la paciente ya que no hay
evidencia de algun dafio, sin embargo es importante sefalar que, aun cuando no
se ve lesidn alguna en el cérvix es recomendable hacer estudios de deteccion y
tipificacion de VPH para poder dar un tratamiento oportuno a la paciente antes de

que se desarrolle la lesion.

8.9 Analisis de resultados de microarreglos de las biopsias sin lesion.

Posteriormente, después de detectar la presencia viral, se realizdé la
Genotipificacion de los VPHs presentes en las biopsias sin lesion, en las cuales
observamos la presencia de 8 genotipos de VPH, interesantemente es importante
sefalar que todos estos genotipos eran de AR. En la grafica 14, observamos los
distintos genotipos encontrados en estas biopsias asi como su frecuencia en la
poblacién de estudio. Nuevamente podemos observar que VPH-16 tiene una
mayor frecuencia al encontrarse en el 100% de las pacientes infectadas con VPH,
el VPH31 se encuentra en el 10% de este grupo de biopsias y finalmente VPH58

esta presente en el 5% de las biopsias sin lesion.
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Grafica 14: VPH encontrados en las biopsias sin lesion. Prevalencia de los genotipos de VPH-

Alto Riesgo encontrados en la poblacién de estudio.

Como se puede observar en las biopsias correspondientes a la zona del cérvix sin
lesion no se encontraron VPH-BR, por el contrario en todas sélo detectamos VPH-

AR, estos datos se visualizan en la Grafica 15.
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Grafica 15: Prevalencia de VPH-AR en biopsias sin lesion.
*CaCu= Cancer Cérvico-uterino
*LIEAG= Lesidn intraepitelial de alto grado
*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado
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Es importante resaltar que en la zona sana del cérvix sélo encontramos la
presencia de VPH-AR, ya que si bien no habia lesiéon visible al estudio
colposcopico en el momento en el que se tomo la biopsia, la probabilidad de que
se desarrolle una lesién en la paciente es muy alta ya que de acuerdo a lo
reportado en la literatura los VPH-AR tienen la facilidad de que sus oncoproteinas
como lo es E6 yE7, interactien con sus blancos especificos, y por ende se lleve a
cabo la inestabilidad y la transformacion celular, promoviendo de esta manera el
desarrollo de neoplasias intraepiteliales, que de no ser atendidas oportunamente
pueden llevar a displasias graves como lo es LIEAG o un CaCu (Gravitt, et al.
2007).

Las 20 biopsias sin lesién en las que se detecté la presencia de VPH, se
genotipificaron por medio del microarreglo, y al analizarlas observamos que el
70% de estas pacientes presentaban una infeccion simple en la zona sana del
cérvix, mientras que en el 30% de estas biopsias se pudo determinar la presencia
de coinfecciones. El porcentaje de pacientes que presentaban una infeccion

simple y una coinfeccion en la zona sana del cérvix, se muestra en la Grafica 16.

®@ Infeccion simple

# Coinfeccion

Grafica 16: Infeccion multiple e infeccion simple en biopsias sin lesién. Porcentaje de la
poblacién de estudio que dio positivo para mas de un tipo de VPH y el porcentaje de la poblacion
de estudio que dio positivo para un tipo de VPH.
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Como podemos ver, el porcentaje de coinfeccién en las muestras sin lesion es
inverso al porcentaje de coinfecciones presentes en las biopsias con lesion al igual
que el porcentaje de infecciones simples en las biopsias con lesion. Sin embargo

es interesante resaltar que en la mayoria de las pacientes diagnosticadas con

CaCu y de las cuales se logrd obtener la biopsia de la zona sana, encontramos
que en ambas biopsias de estas pacientes la infeccién con VPH era con el mismo

genotipo (VPH16) al igual que en las pacientes diagnosticadas con LIEAG.

Realizamos el andlisis de infecciones simples y coinfecciones presentes en las
biopsias sanas de cada tipo de lesion, en las cuales observamos nuevamente un
alto porcentaje de coinfecciones en LIEBG. EI 100% de las pacientes con LIEBG
en su zona sana también presentaban coinfeccion, mientras que en las pacientes
diagnosticadas con CaCu también observamos la presencia de un solo genotipo
viral, presentado una infeccion simple. El porcentaje de infecciones simples
(infeccién con un solo genotipo de VVPH) y de coinfecciones (infecciones con mas
de un tipo de VPH) de acuerdo al grado de lesion en las biopsias sin lesion se

muestra en la Grafica 17.
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Grafica 17: Porcentaje de coinfeccion por grado de neoplasia en el cérvix.
*CaCu= Cancer Cérvico-uterino
*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado
*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

Después de genotipificar cada una de las biopsias de la zona del cérvix sin lesion,
se realizé el analisis de los genotipos presentes en estas biopsias, donde se
observé el nimero de genotipos presentes en cada una de las pacientes
clasificadas de acuerdo al grado de lesiéon diagnosticado. Los resultados se

muestran en la grafica 18.

En el grupo de pacientes con un grado de lesion severa, es decir, en CaCu y
LIEAG se puede observar que en el 100% y el 60% respectivamente, solo se
encontrd un genotipo viral, por el contrario en las LIEBG se encontré un 100% de
coinfecciones con VPH (Grafico 11). Distinguimos que, en el caso de las LIEBG
no hubo infecciones simples con VPH, todas presentaban una coinfecciéon donde
se observan dos tipos de VPH diferentes infectando su zona sin lesion.

Posteriormente, después de analizar el numero de genotipos presentes en cada
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una de las biopsias con lesion, se hizo el analisis de los genotipos presentes en

cada una de las biopsias.
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Grafica 18: Numero de genotipos presentes en cada tipo de lesién en las biopsias sin lesién.
Evaluacion de la asociacién entre la presencia de mas de un genotipo de VPH y el grado de
neoplasia en el cérvix.

*CaCu= Cancer Cérvico-uterino

*LIEAG= Lesion intraepitelial de alto grado

*LIEBG= Lesion intraepitelial de bajo grado

De acuerdo con lo anterior, observamos que la presencia de coinfeciones en
lesiones severas no es tan alta en comparacién con las lesiones leves.
Posteriormente, después de analizar el nimero de genotipos presentes en cada
una de las biopsias con lesién, se hizo énfasis en los genotipos que estaban

presentes en cada una de las biopsias.
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Tabla 18: Coinfecciones mixtas encontradas en las biopsias sin lesion.

Tipo(s) de VPH Cantidad de muestras
16y 58 1
16y 18 1
16y 31 p)
16y 89 1
16,39,59 y 68 1

Observamos en las combinaciones encontradas en las coinfecciones de las
biopsias sin lesion, que VPH16 estaba presente en todos los casos, el porcentaje

de los genotipos presente en estas biopsias se muestra en la tabla 19.

Tabla 19: VPHs encontrados con mayor frecuencia en las coinfecciones.

Tipo viral Cantidad de combinaciones Porcentaje
VPH-16 <) 100%
VPH-18 1 10%
VPH-31 1 10%

8.10 Analisis de la expresion del oncogén E6 de VPH16 en las biopsias.

Se ha descrito que los niveles de expresion de los genes E6 y E7 es una de las
principales diferencias entre los VPH-AR y BR, ya que existe una mayor expresion
de estos oncogenes en las infecciones con VPH-AR (Evans et al, 2014). Las
oncoproteinas, E6 y E7 de VPH-AR, son necesarias para la transformacion de
células epiteliales normales en células displasicas (Doorbar J, 2006). Es por ello
que en este trabajo nos planteamos determinar la expresion del gen de E6 y
analizar si encontrabamos una correlacién entre su nivel de expresion y la
coinfeccién. Para ello obtuvimos el ARN total de las biopsias de las pacientes
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incluidas en este estudio. Este se cuantifico midiendo la absorbancia mediante
espectrofotometria y se analizd su integridad en un gel de agarosa. Las
concentraciones obtenidas variaron de 10ng a 100ng, estas variaciones en
concentracion estuvieron relacionadas al tamano de las biopsias. En la figura 8.7
se muestra un gel representativo de los ARN totales obtenidos donde se observa
la presencia de las dos bandas que corresponden a las subnidades del ARN
ribosomal 28S y 18S. Idealmente se espera una relacion 2 a 1 de ARN 28S con
respecto a 18S, sin embargo solo se pudo observar en algunas muestras (carriles
4,6y 9), esto probablemente debido al tiempo de almacenamiento de las biopsias

posterior a la toma de muestra.

b L2 S 4 5 b L
p » | |

1000 | :
500

300

100

Figura 8.7 Perfil electroforético del ARN total obtenido de las muestras de las biopsias de las
pacientes. Gel de agarosa al 1.5%, representativo, Se cargaron 6 pL de ARN total por carril
mezclado con 3uL de buffer de carga con EZ-Vision. Las flechas indican las subunidades 28S
y18S del ARNr.

Para evaluar la asociacion entre los niveles de expresion del oncogén E6 vy la
coinfeccion, realizamos una RT-PCR semi-cuantitativa con oligonucledtidos que
amplificaron una regién de aproximadamente 120 pb del gen E6. Debido a que el
genotipo de VPH mas frecuente en las biopsias fue el VPH16, solo determinamos
la expresion del gen E6 de este genotipo viral. Para ello fue necesario estandarizar
las condiciones de amplificacion de E6 y es por eso que utilizamos la linea celular

SiHa, la cual tiene integrado en su genoma al VPH16. En la figura 8.8 se muestra
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el ensayo de RT-PCR, donde se observa el amplificado de 120 pb del gen E6 a
partir de 100 ng de RNA (carriles 1-3). También se incluyeron los controles de RT-
PCR —, en el cual no se observa ningun amplicdén lo que indica que nuestras
muestras no tuvieron contaminacién de ADNg total (carriles 4-6). Finalmente, se
incluyeron los controles de PCR - en los cuales tampoco se obtuvieron
amplificaciones, como se esperaba. Los resultados obtenidos de esta
estandarizacion muestran que a partir de 100 ng de RNA es posible determinar la

expresion del gen E6.

m M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

E6 VPH16
‘ (120pb)

Figura 8.8: Perfil electroforético de la estandarizacion de la RT-PCR para evaluar la
expresion del gen E6. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, donde se puede
observar la amplificacién del fragmento de E6 de aproximadamente 120pb, con sus respectivos
controles. En los carriles 1-3 observamos la amplificacion del fragmento de E6 de VPH16, en la
linea celular SiHa, en el carril 4-6 es la RT negativa, y en los carriles 7-8 observamos el control
negativo de la RT-PCR.

Una vez estandarizadas las condiciones de la RT-PCR procedimos a evaluar los
niveles de expresion del oncogén E6 en las biopsias de las pacientes
diagnosticadas con CaCu. La RT-PCR se llevo a cabo con oligonucleétidos para
amplificar al oncogén E6 de VPH16, como control positivo se utilizé la linea celular
de SiHa, también se incluyo la amplificacion de un fragmento de 140pb del gen
GAPDH como control interno. Una vez que se obtuvo el fragmento de E6 vy

GAPDH de 120 pb y 140 pb, respectivamente, se cuantificaron las bandas por
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densitometria utilizando el software FLASH3000G. Para calcular los niveles de
expresion de las muestras de CaCu se normalizaron los datos obtenidos con
respecto a la expresion del amplificado del gen E6 de SiHa, tomando en cuenta
que la expresion del gen en la linea celular es del 100%. Interesantemente, todas
las biopsias diagnosticadas con CaCu expresan la oncoproteina E6 de VPH16,
alrededor del 45-50% de expresion en comparacién con SiHa. Sin embargo, cabe
mencionar que en la paciente 4LC se observa una expresion del oncogén E6 alta
en comparacion con las otras muestras (140% en comparacién con SiHa), y en el
caso de esta paciente sus resultados de genotipificacion mostraron una infeccién
simple con VPH16 al igual que en su zona sana. Estos resultados los podemos

visualizar en la Figura 8.9 B.

A) C+ Biopsias con lesion de pacientes diagnosticadas con CaCu

L RES—

140% -

B)

120% ———

100% - : » :
40%) '8 ks - S . - SE— SRR =
20% i B
0%
21C 31C alc 5LC 6LC 71C 81C a1C

SiHa

% DE LA EXPRESION DEL GEN E6 RELATIVO A SiHa

PACIENTES DIAGNOSTICADAS CON CaCu

Figura 8.9. Perfil electroforético para determinar la Expresion de E6 en biopsias con
diagnéstico de CaCu. A) Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, en el cual se
observa la amplificaciéon del fragmento de E6 de 120pb y el gen constitutivo GAPDH 140pb. B)
Andlisis densitométrico de la expresion del oncogén E6.
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Posteriormente se analizé la expresion del gen E6 en las pacientes diagnosticadas
con LIEAG y su respectiva biopsia de la region del cérvix sin lesion, y que fueron
positivas para VPH-16. Es interesante observar que en estas biopsias la expresion
del oncogén E6 es mayor comparada con las lesiones diagnosticadas con CaCu
(60-140%). Ademas es evidente, que la expresion del oncogén E6 es mas alta en
las biopsias de la regién sin lesién aparente de estas pacientes (90-250%), lo cual
esta relacionado a que la alta expresion de los oncogenes de VPH-AR (E6 y E7),

esta involucrada en la carcinogénesis del CaCu (Figura 8.10).
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C+ Biopsias con lesion de pacientes diagnosticadas con LIEAG
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.
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B)

CF Biopsias sin lesion de pacientes diagnosticadas con LIEAG

E6 VPH16

GAPDH
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Figura 8.10 Perfil electroforético para determinar la expresion de E6 en biopsias con
diagnéstico de LIEAG. A) Gel de agarosa al 2% teflido con bromuro de etidio, en el cual se
observa la amplificacién del fragmento de E6 de 120pb y el gen constitutivo GAPDH 140pb de las
biopsias con lesién correspondientes a este grupo de pacientes. B) Gel de agarosa al 2% tefido
con bromuro de etidio, en el cual se observa la amplificacién del fragmento de E6 de 120pb vy el
gen constitutivo GAPDH 140pb de las biopsias sin lesién correspondientes a este grupo de

pacientes. C) Analisis densitométrico de la expresion del oncogén E6.
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9. DISCUSION

La mayoria de los tipos de cancer, entre ellos el CaCu, son causados por la
acumulacién de multiples alteraciones en oncogenes y genes supresores de
tumores, los cuales juegan un papel importante en el control del ciclo celular. En el
caso del CaCu la infeccion con VPH-AR es un factor determinante en el desarrollo
de la lesion. A diferencia de las células que se encuentran en tejidos normales en
las que se controlan la produccion y liberacién de sefnales que inducen la entrada
al ciclo celular y su progresion en las células de CaCu infectadas por VPH se

induce la proliferacién celular cronica por desregulacion del ciclo celular.

En este estudio pudimos constatar que el diagnostico del tipo de lesion cervical
asociada a VPH se esta realizando a edades tempranas (38.3 £+ 1.5 anos). No
obstante todas las pacientes involucradas poseian lesiones de diferente grado
hasta CaCu. Estos resultados estan acordes a lo reportado por GLOBOCAN en
México, en la que la edad promedio en la que se presenta una neoplasia cervical
es de 39 afos (Ferlay et al., 2013). Si analizamos los datos obtenidos por grupos
de lesiones, observamos que no existe una diferencia estadisticamente
significativa en la edad de las pacientes incluidas en este estudio (p=0.071). Esto
nos brinda evidencias de que la edad de las pacientes no es el factor que
determina el desarrollo de un tipo u otro de lesién. En la literatura se ha descrito
que el desarrollo de una lesion cervical se da en el tiempo de 9 meses-3 anos
(Winer et al., 2010). Al observar la edad media de las pacientes incluidas en este
estudio se podria pensarr que la prevalencia encontrada podria estar asociada al
inicio temprano de la actividad sexual y la promiscuidad de las pacientes. Sin
embargo en este trabajo no contamos con el dato de inicio de la vida sexual de

cada paciente.

En el presente estudio encontramos que la tasa de deteccion de VPH en las
muestras es del 87%. En la literatura se ha reportado tasas de hasta el 98% (Melo

A et al., 2005) y la prevalencia mundial de la infeccion por VPH en mujeres es del
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65% (Lazcano-Ponce, et al., 2001). La disparidad con nuestros resultados podria
explicarse por el pequefo tamafio de nuestra muestra (n=80). Por otra parte, el
porcentaje de negatividad (13%) de nuestras muestras pudiera estar relacionado
con la escasa cantidad de material amplificado, insuficiente para generar un patron
de bandas analizable o con el tipo de PCR utilizado (PCR simple con iniciadores
MY09/MY11). No podemos descartar que los casos negativos de nuestro estudio
pudieran corresponder a aquellos en los que la carga viral en la muestra se
encuentra en el limite de la sensibilidad de la técnica. Otros estudios han
concluido que el uso de una PCR anidada, usando los iniciadores MY09/MY11 y
GP5+/GP6+, puede aumentar considerablemente su sensibilidad de 10 a 100
veces, en comparacion con la PCR simple que emplea unicamente los iniciadores
MY09/MY11 (Evander, et al, 1992). Un estudio multicéntrice realizado en Espana y
Colombia, utilizo los iniciadores MY09/MY 11 e identifico ADN viral en 75% de los
casos; el resto de las muestras las reanalizaron usando el sistema GP5+/GP6+ y
obtuvieron un incremento de 20% en el rango de deteccion del ADN viral (Sotlar,
et al, 2004).

Nuestros resultados mostraron que hay una incidencia de infeccion mayor o igual
al 80% en todas las pacientes, independientemente del tipo de lesion
diagnosticada. Por consiguiente, se encontrd una ausencia de correlacion entre la
presencia de la infeccion y el tipo de lesién (p=0.235). Estos datos nos sugieren,
que aunque la presencia de la infeccion determina el desarrollo de lesiones
cervicales, no es suficiente conocer que la infeccién esta presente para predecir el
tipo de lesién que podrian desarrollar las pacientes. En concordancia con lo
reportado en la literatura, estos resultados nos sugieren que deben estar
implicados otros factores en el desarrollo de un tipo u otro de lesion como por
ejemplo el tipo viral y la presencia de uno o mas tipos virales (Edward, et al.,
2000).

Por las razones anteriores genotipificamos, las muestras en las que se encontro

presencia viral (n=48). La distribucion de los genotipos encontrados en nuestro
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estudio es semejante a lo reportado en México (Lopez Rivera, et al., 2012). En
nuestro estudio se observo que VPH16 es el genotipo con mayor frecuencia. Este
resultado es consistente con lo ya publicado en la literatura por Lazcano-Ponce et
al, 2001 y Serrano, et al, 2003, que realizaron su estudio en el estado de Morelos
y también coinciden con lo observado en México por Busto, A. y Mufoz L, los
cuales mediante estudios inmunohistoquimicos de las proteinas virales e
hibridacién “in situ”, detectaron el VPH16 como genotipo dominante en las

muestras estudiadas.

Otros tipos virales como VPH31, VPH51, y VPH18 han sido encontrados como los
mas frecuentes en diferentes estados de la republica. No obstante, es un hecho
conocido la existencia de diferencias geograficas en cuanto a la frecuencia de los
VPHs. Liaw y et al.,1997 fueron los primeros en reportar que los VPH52 y 58 eran
los tipos mas prevalentes en LIEAG y carcinoma en China (Sasagawa et al.,
2001). En Asia, los VPH58 y 52 son mas comunes que VPH43, 31 y 33 (Liaw, et
al., 1997) Bayo y colaboradores, en Mali, Africa, describio a VPH51 y 73 en
biopsias frescas de carcinoma como nuevos genotipos frecuentes de VPH, aparte
del VPH16 y 18 (Liaw et al., 1997). Sasagawa y colaboradares, observaron los
genotipos de VPH11, 39, 42, 44, 53, 54 y 59 exclusivamente en LIEBG y no
encontraron los tipos 39, 53 y 59 que son considerados de AR en LIEAG y
carcinoma invasor (Vernon, et al., 2000). No obstante debe sefalarse que
nosotros utilizamos un microarreglo de baja densidad con 35 genotipos virales que
son los de mayor prevalencia, pero no hay que descartar que las muestras
pudieran estar presentando otros tipos virales no defectables con este
microarreglo. No obstante, la utilizacion en este trabajo de la técnica de CLART-
HPV para la deteccion de genotipos de VPH en biopsias cervicales fue exitosa ya
que permitio identificar en nuestros pacientes los genotipos virales considerados

epidemioldégicamente mas importantes.

La frecuencia de la infeccién con determinados genotipos virales varia en

dependencia del tipo de lesion (Bosch, et al., 2007) En nuestro estudio también se
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observé este mismo tipo de dependencia. Por ejemplo el genotipo mas frecuente
en las LIEBG es VPH31 (40%) seguido por el 51 (%) los cuales constituyen
factores de riesgo para desarrollar este tipo de lesion (OR=5.6 y OR=7, p<0.05,
respectivamente). Otro ejemplo, es el VPH16 el cual es el genotipo de mayor
frecuencia en pacientes diagnosticadas con CaCu, aumentando la probabilidad de
padecer este tipo de lesion en 10.4 veces (p<0,05). Estos resultados son
interesantes ya que nos permite predecir el tipo de la lesion que pudiera
desarrollar el individuo a partir del conocimiento del genotipc viral con el que esta

infectado.

En nuestro estudio la presencia de los genotipos de VPH6 y 11 los cuales son de
bajo riesgo y han sido asociados a condilomas acuminados y verrugas orales se
encontraron con una baja frecuencia. En nuestras muestras se detectaron
simultdneamente VPH de alto y bajo riesgo, en particutar los VPH-BR no se
encontraron solos, es decir siempre se encontraron acompanados de genotipos de
VPH-AR.

En nuestro estudio se observoé una frecuencia de coinfeccion del 71%, lo cual esta
acorde con lo reportado por otros autores. Por ejemplo, Garcia, et al, reportaron
en el 2009 en Guinea un porcentaje de coinfeccion del 78.8%. Otro estudio
realizado en mujeres japonesas asocié la infeccion multipie por VPH con LIEBG,
LIEAG y CaCu en un 95% de las muestras analizadas; aunque la prevalencia

disminuy6 con el grado de las lesiones (Sasagawa et al.,2001).

Se ha sugerido que existe un sinergismo entre los genotipcs de VPH coinfectando,
o tal vez como proponen Woodman y colaboradores, diferentes tipos de VPH
compiten para colonizar el epitelio cervical y la prevalencia de los genotipos. Un
ejemplo encontrado en nuestra poblacion, fue una paciente con diagnostico
colposcopico de LIEAG en la cual logramos detectar seis genotipos de VPH,
(VPH16,VPH18,VPH31,VPH56,VPH66 y VPH6) de los cuales cinco tienen un

poder oncogénico de AR y uno un poder oncogénico de BR, en este caso es
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probable que la presencia de este virus de bajo riesgo, experimente una
asociacion con los de alto riesgo y ello conlleve a la duplicacion de las cargas
virales o tengan un efecto sinérgico en la oncogénesis del virus de AR, de acuerdo

a lo reportado en la literatura por Graterol en el 2006.

En este estudio se encontrd que la presencia de coinfeccién estaba correlacionada
con el tipo de lesién (p=0.000), lo cual apoya los resultados de la literatura en los
que se les ha concedido valor a la tipificacion y deteccion de infecciones multiples
con VPH en muestras clinicas con el objetivo de buscar marcadores de celulas

anormales del cuello uterino (Anil et al. 2011)

Es importante sefalar que los estudios de coinfeccion en México son muy pocos
hasta la fecha, sin embargo recientemente Aguilar-Lemarroy et al., en el 2015,
reportaron presencia de coinfeccién en sus muestras diagnosticadas con NIC1 y
NIC3 un porcentaje de coinfeccion del 58.2% y 60% respectivamente, mientras
que en CaCu la incidencia de la coinfeccion disminuye presentandose solo en el
26.4%. Nosotros encontramos un porcentaje de coinfeccion mas alto en LIEBG
(100%) y ASCUS (88%) y al igual que el reporte de Aguilar-Lemarroy et al., en el
2015, la presencia de coinfeccion disminuyé en LIEAG y CaCu (22% y 45%

respectivamente).

La presencia de coinfeccion aumenté en mayor cuantia la probabilidad de tener
una LIEBG, (OR=41, p=0,02) que poseer LIEAG (OR=18.6, p<0.05) o CaCu
(OR=5.6, p<0.05). Este resultado sustenta la hipdtesis de Mosciki et al. en el 2001,
el cual establece que la acumulacion subsecuente de infecciones diferentes puede
ser un marcador de persistencia de la infeccion y un posible factor de riesgo de
progresion de la lesion. La infeccion con multiples tipos de VPH cancerigenos es
muy comun, especialmente entre las mujeres mas jovenes. Los efectos de la
infeccion simultanea con multiples tipos de VPH en los cambios citologicos y el
riesgo de lesiones precancerosas y el cancer no se conocen bien. En general, se

supone que cada genotipo VPH actta de forma independiente y, por lo tanto, debe
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contribuir de manera independiente al riesgo de cambios citologicos y pre-
cancerosos. Para apoyar esta idea se ha demostrado que las lesiones cervicales
histolégicas individuales son causadas generalmente por un solo genotipo, aunque

varios tipos estan presentes en la muestra de la citologia (Bosch, et al., 2002).

Bajo este supuesto, podriamos esperar que la infeccion con multiples tipos de
VPHs produce efectos aditivos sobre el riesgo de poseer citologias anormales y
lesiones pre-cancerosas del cuello uterino. Otro factor clave en el desarrollo de
lesiones cervicales es la presencia de coinfecciones simples o mixtas. En nuestro
estudio observamos una alta frecuencia de infecciones mixtas (VPH-AR+VPH-BR)
en LIEBG y ASCUS (70% y 65% respectivamente), y en lesiones graves como
LIEAG y CaCu la frecuencia de coinfecciones simples (VPH-AR+VPH-AR) son

mas altas (100% y 80% respectivamente).

Es importante senalar que en el 36% de las coinfecciones observadas VPH16
estaba presente, lo cual coincide con Lopez Rivera, et al, en el 2012, quienes
reportan que este genotipo viral estd presente en el 43% de su poblacion
coinfectada. Otro de los datos de importancia es el VPH31, el cual en nuestro

estudio solo lo encontramos en coinfecciones al igual que Aedo, et al, en el 2007.

Con respecto a los resultados de la zona sana, se hallé una prevalencia de
infeccion semejante a la encontrada en las biopsias con lesion (80%). De igual
forma la presencia de coinfeccion fue elevada (70%) en las zonas sanas de las
pacientes; esto sugiere que esta zona pudiera desarrollar algun tipo de lesion con
el paso de tiempo sobre todo si se considera que la prevalencia de VPH-AR es del
100%, en particular VPH16. Teniendo en consideracion los datos mencionados y
los resultados obtenidos en este trabajo (VPH16/CaCu, OR=10.4, p<0.095)
podriamos decir que todas las pacientes a las que se les analizd regiones sanas
de su cérvix tienen un 91% de probabilidad de desarrollar CaCu. Cabe mencionar
que estos datos no son comparables con otros estudios reportados en la literatura

ya que la mayoria de los estudios solo genotipifican las VPH encontrados en
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pacientes con alguna lesién intraepiteleal y en controles sin lesiones. Sin embargo,
es importante sefalar que los resultados obtenidos resaltan la importancia de los
estudios de identificacion viral y genotipificacion aun cuando la paciente no
muestre algun tipo de lesion cervical en la colposcopia, ya que ayudaria al
diagndstico oportuno e imposicién de un tratamiento adecuado para prevenir el

desarrollo de lesiones intraepiteliales y CaCu.

En los ultimos afos diversos estudios epidemiologicos han advertido la presencia
de infecciones simples y coinfecciones en los grupos de controles. Un ejemplo de
lo anterior es el estudio de Aguilar-Lemarroy et al., en el 2015, en el cual reportan
que el 68.8% de sus controles presentan una infeccion con VPH16 y un alto
porcentaje de coinfecciones con VPHs. Lo anterior resalta la importancia de
implementar mejores métodos de deteccion viral y ampliar los protocolos de
identificacion y genotipificacion de VPH aun cuando las pacientes no exhiban una

lesion cervical.

Los resultados del presente estudio demuestran que, ademas del VPH16 que es el
de mayor prevalencia a nivel mundial, se debe prestar atencion a otros genotipos,
que aungue de menor frecuencia pudieran tener importancia epidemiolégica local.
La alta frecuencia de VPH de alto riesgo oncogénico, en lesiones de alto y bajo
grado surge como buena explicacion para las altas incidencias de CaCu en
nuestra region. Conocer la frecuencia y distribucion de los genotipos virales de
VPH puede contribuir a medir ia efectividad de una eventual vacuna en nuestra
poblacion y ayudar a racionalizar los recursos de nuestro programa nacional de

deteccion de CaCu.

La expresion de genes virales de VPH durante una infeccion inicial sigue un patron
caracteristico que esta estrictamente relacionado con la etapa de diferenciacion de
las células epiteliales cervicales del huésped (Longworth, et al.,2004), lo cual
permite una alta expresion de oncogenes asi como la replicacion viral solo en las

células diferenciadas de las capas de células superficiales e intermedias del cérvix
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(von KnebelDoeberitz M. 2009). Si se pierde el control de la expresion de los
genes virales en las células basales, los oncogenes virales E6 y E7 se expresan
fuertemente en las células basales y parabasales competentes (Minger, et al.,
2004). Se cree que los genes E6 y E7 de VPH desempefian papeles importantes
en el desarrollo de lesiones intraepiteliales, ya que se ha demostrado que E6
promueve la degradacion de p53 a través de su interaccion con EGAP, una
ubiquitinaligasa, mientras que E7 se une a la proteina retinoblastoma (PRB) e
interrumpe su formacion de complejos con el factor de transcripcion E2F
(Narisawa-Saito, et al., 2007). Mientras que la prueba de deteccion de ADN del
VPH es una de las alternativas establecidas para la citologia, es poco probable
que sea la estrategia 6ptima para determinar la presencia de la infeccion con VPH.
Probablemente, la deteccion de los oncogenes virales E6 / E7 de los tipos de VPH
cancerigenos podria servir como un mejor factor de evaluacion del riesgo para el
desarrollo de lesiones intraepiteliales y CaCu, que solo la deteccion de ADN viral
(Kotaniemi-Talonen, et al., 2008) ya que la expresion del ARNm de E6 y E7 de
VPH aporta una medida de la actividad transcripcional, lo cual proporcionaria un

mejor valor prondstico de la prueba (Liverani, et al., 2012).

Basado en las consideraciones anteriores en nuestro estudio realizamos RT-PCR,
para determinar la expresion del ARNm de E6 de las pacientes infectadas con
VPH16. Debido a la cantidad y calidad de las biopsias que poseiamos no fue
posible la extraccion de ARN de todas las muestras incluidas en este estudio. Sin
embargo, se logré trabajar con biopsias diagnosticadas con LIEAG y CaCu que
ademas eran las que presentaban una mayor prevalencia de infeccion con VPH16.
Observamos que la expresion del oncogén de VPH16 en las lesiones de la
mayoria de las pacientes diagnosticadas con CaCu (8/9) era un 45-50% de la
encontrada en la linea celular SiHa. Sin embargo, en las biopsias de las pacientes
diagnosticadas con LIEAG se observd una expresion de 2.5 mayor (s100%) del
oncogén E6 en las biopsias sanas de estas pacientes. Estos resultados nos

confirman que la expresion del oncogén E6 de los VPH-AR es un evento
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importante para el desarrollo de la lesion intraepitelial, como se ha reportado en la

literatura y que podria utilizarse como predictor de la aparicion de la lesion.
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10. CONCLUSIONES

o EI 87% de las pacientes con lesiones del cérvix poseen infeccion con VPH
siendo los tipos 16, 31, 51 y 58 los mas frecuentes.

e La prevalencia de la coinfeccién por VPH en el cérvix es del 71% y esta
inversamente relacionada con la severidad de la lesién, siendo la LIEBG la
mas probable.

e La coinfeccion del cérvix con mas de un tipo de VPH y el poder oncogénico
del virus son factores correlacionados con el tipo de lesion cervical, por lo
que la determinacion de estos factores puede ser utilizada como predictor
del grado de la lesion.

o El genotipo viral detectado en lesiones del cérvix es un factor de riesgo para
desarrollar un tipo de lesién determinado, en particular el VPH16
incrementa la probabilidad de desarrollar CaCu, mientras que VPH31 y 51
LIEBG.

e La deteccion de VPH en las zonas sanas de cérvix lesionados pudiera
utilizarse como predictora del desarrollo de lesion dado que la prevalencia
de infeccion en estas regiones es de 80%, siendo el genotipo 16 el mas
frecuentemente encontrado y siempre coinfectando con otros tipos virales.

e La expresion del transcripto del gen E6 de VPH16 en mas elevada en las
zonas sanas del cérvix de pacientes con LIEAG que en las lesiones de
CaCu, por lo que pudiera utilizarse la prueba como predictor del desarrollo

de la lesion.
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11. PERSPECTIVAS

+ Realizar un estudio con un mayor numero de muestras.
+ Hacer un seguimiento de las pacientes durante un periodo de tiempo.

« Hacer un andlisis de la relacién de coinfeccion y la expresion de ARNm de

los oncogenes E6 y E7.

« Hacer analisis de las variantes de VPH que se encuentran coinfectando.
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