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Resumen

Objetivos: Describir la distribucion de variantes del virus del papiloma humano 16 en mujeres con y sin neoplasia intraepitelial cervical
grado 3y cancer cervical. Métodos: Se determinaron las variantes moleculares en casos de carcinoma escamocelular, adenocarcinoma
cervical y en mujeres sin anormalidades citolégicas de alto grado y positivas para el virus del papiloma humano 16. Para la deteccion de
las variantes moleculares se amplifico el marco abierto de lectura del gen E6 del virus del papiloma humano 16y se utilizd una técnica
de hibridacion reversa para la deteccion de los principales cambios de nucleétidos que identifican las ramas filogenéticas y las clases de
variantes. Resultados: Hubo diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de variantes de virus del papiloma humano 16.
Los controles no presentaron infecciones con variantes no europeas, mientras que ellas estuvieron presentes en el 30% de los casos de
carcinoma escamocelular o neoplasia intraepitelial cervical grado tres. En adenocarcinoma, el 65% de las infecciones fueron del tipo no
europeo. Conclusiones: La prevalencia de variantes no europeas de virus de papiloma humano 16 fue de 31,2% en neoplasia intraepitelial
cervical grado 3y cancer escamocelular, y de 64,1% en adenocarcinoma de cérvix, mientras que estas no se observaron en mujeres sin cancer.
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DISTRIBUCION DE VARIANTES DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 16 (VPH 16)
EN MUJERES CON Y SIN NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL GRADO 3 Y CANCER CERVICAL

Abstract

Objectives: To describe the distribution of the variants of the human papilloma virus 16 in women with and without grade 3 cervical
intraepithelial neoplasia and cervical cancer. Methods: Molecular variants were established in cases of squamous cell carcinoma, cervical
adenocarcinoma and in women with high grade Pap smear abnormalities who tested positive for human papilloma virus 16. For the
detection of molecular variants the open reading framework for the E6 gene of the human papilloma virus 16 was amplified and a reverse
hybridization technique was utilized for the detection of major changes in the nucleotides which identify the phylogenetic branches and
classes of variants. Results: There were statistically significant results in the distribution of the variants of the human papilloma virus 16.
Control cases showed no infections with non European variants, but they were present in 30% of squamous cell carcinoma or grade three
cervical intraepithelial neoplasia. For adenocarcinoma, 65% of infections were of non European type. Conclusions: The prevalence of
non European variants of the human papilloma virus 16 was 31.2% in grade 3 cervical intraepithelial neoplasia and squamous cell cancer,

and 64.1% in cervical adenocarcinoma; however, these were not observed among women without cancer.

Keywords: Uterine cervical neoplasms, human papillomavirus 16, DNA probes, HPV, adenocarcinoma

Introduccion

Aunque el cancer cervical se ha logrado controlar
en paises desarrollados, atn es la segunda causa
de muerte por cincer en mujeres en paises en via de
desarrollo. En 2008 se diagnosticaron 529.409
nuevos casos y se presentaron 274.883 muertes
por esta causa. Ochenta y cinco por ciento de los
casos y 88% de las muertes ocurrieron en paises
en desarrollo (1). En Latinoamérica y el Caribe,
el cancer cervical contribuye a mas afos de vida
perdidos que la tuberculosis, mortalidad materna

y sida (2).

La relacion causal entre el virus del papiloma
humano (VPH) y el cancer cervical ha sido estable-
cida claramente (3); el VPH 16 es el responsable del
50-60% de los casos (4). Esta infeccion se adquiere
corto tiempo después del inicio de la actividad
sexual, pero en la gran mayoria de mujeres es au-
tocontrolada y se hace indetectable en el plazo de
uno a dos afios. En la pequefia proporcion (10-20%)
de mujeres que no eliminan la infeccién, es decir,
tienen infeccién persistente, el riesgo de desarrollar
céncer es muy alto (5,6).

Diferentes datos biologicos y taxondémicos
disponibles indican que existe un gran espectro
de variacién molecular del VPH, que se refleja en
una alta diversidad en su comportamiento biols-
gico. Mas atin, la carcinogénesis de los genotipos
de VPH refleja la evolucién del virus. Por lo tan-
to, los virus agrupados mas cercanamente en los
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arboles filogenéticos en general comparten ciertas
propiedades patogénicas (7).

Las variantes moleculares del VPH son definidas
como aquellos aislados del mismo genotipo que
presentan diferencia menor del 2% en la secuencia
de nucleotidos del gen viral L1, comparados con
el aislado viral referencia (8,9). Para el VPH 16
se han identificado entre 20 y 240 variantes mo-
leculares (10,11). Las variantes de VPH 16 han
sido clasificadas como europeas (E), asiaticas (As),
asiatico-americanas (AA), norteamericana (NA),
africana-1 (Afl) y africana-2 (Af2), basada en su
distribucion geografica, que concuerda con la de los
grupos étnicos de la poblacion (12).

En varias poblaciones se ha mostrado que la
infecciéon con variantes no europeas (Afl, Af2,
AA, As, NA) del VPH 16 se encuentra asociada
con un aumento de dos a nueve veces en el riesgo
de céancer cervical y lesiones precursoras de alto
grado (13-18). Sin embargo, en poblaciones con bajo
nivel de mezcla étnica, como las de Europa, esta
asociacion no se observa (19). Adicionalmente, la
mutacién del gen E6 T350G (mutacién no sinéni-
ma que cambia el aminoacido 83 leucina a valina),
que aparece tanto en variantes europeas como no
europeas, fue asociada con un aumento en el riesgo
para el desarrollo de lesiones (20). Por otro lado,
se ha observado que la distribucién de variantes no
europeas entre casos de carcinoma escamocelular
(CEQC) y adenocarcinoma (ADC) es diferente; su
frecuencia es mayor en casos de ADC (16).
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Dada la alta diversidad y mezcla étnica que
existe en Colombia (21), la caracterizaciéon de
la distribucién de variantes de VPH 16 puede
contribuir a entender si estos cambios de nucleo-
tidos permiten identificar con mayor precision a
las mujeres positivas para la infeccion por VPH
16 que tienen un mayor riesgo de desarrollar
cancer cervical. El objetivo de este estudio fue
describir la distribuciéon de variantes del VPH
16 en mujeres con NIC3 o céncer cervical, y en
mujeres con lesiones de bajo grado o citologia
normal en la poblacién de Antioquia y Cauca,
dos departamentos de Colombia con diferente
composicion étnica.

Métodos

Se disefid un estudio de casos y controles. Se
definieron como casos mujeres con diagndstico
de neoplasia intraepitelial cervical de grado tres
(NIC3) o carcinoma escamocelular (CEC), obte-
nido mediante biopsia dirigida por colposcopia, y
que fueran positivas para infecciéon por VPH 16.
Como controles, mujeres con resultado de citologia
normal, lesion intraepitelial de bajo grado (LIEBG)
o células escamosas atipicas de significado inde-
terminado (ASC-US), y que fueran positivas para
infeccion por VPH 16. Mujeres con incapacidad
mental, en estado de embarazo, VIH+, con coniza-
cién u otro tratamiento previo para cancer cervical
(radio o quimioterapia) o histerectomia radical, no
se consideraron elegibles.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

A todas las mujeres que accedieron a participar
en el estudio y que firmaron el consentimiento
informado se les realiz6 una encuesta sobre datos
sociodemograficos, comportamiento sexual y
reproductivo, y uso de cigarrillo. Finalmente, se les
tomaron las muestras respectivas. Adicional a ello,
se incluyeron como casos mujeres con diagnésticos
de CEC y adenocarcinoma (ADC), cuyas muestras
eran tejidos fijados en formalina e incluidos en
parafina (FFIP). El estudio fue aprobado por los
comités de ética de la Facultad de Medicina y de la
Sede de Investigaciéon Universitaria de la Universi-
dad de Antioquia.

Poblacion de estudio
y recoleccion de las muestras

Las mujeres con diagnostico de NIC3 o cancer
cervical fueron reclutadas en diferentes centros de
tratamiento de cancer de Medellin y Popayan, entre
mayo de 2008 y julio de 2010. Estas mujeres fueron
elegibles porque presentaban un diagnéstico histo-
patolégico previo de NIC3 o cancer cervical, el cual
fue confirmado posteriormente mediante busqueda
en la historia clinica del registro de patologia, o porla
impresion diagnoéstica de los ginecologos del estudio.

Las muestras de los casos correspondian a
biopsias frescas y/o tejidos FFIP, mientras que
las muestras de los controles eran cepillados
cervicales. Las biopsias fueron obtenidas por los
ginec6logos al momento del ingreso al estudio y

Caracteristica Biopsias frescas Tejidos FFIP Controles
Total 102 159 39
Edad en aflos (media/desviacion) 44,4/13,1 49,4/13,5 31,4/9,9
Centros de reclutamiento Medellin n (%)
Hospital San Vicente de Paul 57 (55,9) 109
Instituto de Cancerologia Las Américas 25 (24,5) 50
IPS Dindmica - - 22 (56,4)
Servicio de citologia Escuela de Microbiologia - - 1(2,6)
Otras instituciones* 5(4,9)
Centros de reclutamiento Popayan n (%)
Susana Lopez de Valencia, Universitario San José 15 (14,7) - -
ESE Unidad Popayan - - 12 (30,8)
IPS Comfacauca, laboratorio de Genética Humana UniCauca - - 4(10,3)

*Clinica Medellin, Clinica Vida, Congregacién Mariana, Hospital La Maria y Hospital Marco Fidel Sudrez en Medellin. Unicauca: Universidad del Cauca.
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transportadas al laboratorio en 5 ml de medio
RPMI-1640. En el laboratorio, las biopsias fueron
lavadas con PBS, pesadas y congeladas a -30 °C,
para posterior extraccion de ADN. Los tejidos
FFIP fueron obtenidos de los archivos y registros de
casos diagnosticados entre 1998-2006, del Depar-
tamento de Patologia y el Laboratorio de Patologia
del servicio de pensionados, ambos localizados en
el Hospital de San Vicente de Paal y del Laborato-
rio de Patologia de la Clinica Las Américas.

Los cepillados cervicales de los controles fue-
ron recolectados en los servicios de citologia de la
institucion prestadora de servicios de salud (IPS)
Dindmica y de la IPS Universidad de Antioquia
(Laboratorio de la Escuela de Microbiologia). Los
cepillados cervicales obtenidos después de la prepa-
racion del Papanicolaou fueron almacenados en un
tubo con medio de transporte (Listerine, McNeli
LA LLC). Después de dar vortex y centrifugar la
muestra, el pellet de células se congel6 a -20 °C.

Para obtener el ADN de las biopsias se usé el kit de
purificacion de ADN genémico Wizard® (A1125,
Promega, Madison, WI, USA), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Previo a la extraccion del
ADN de los tejidos FFIP, se confirm¢ la presencia
del tumor; para ello, de cada tejido FFIP se hicieron
cinco nuevos cortes histolégicos, donde el primero
y el altimo fueron tefiidos con hematoxilina y eo-
sina (H & E). El analisis microscopico de las placas
tefiidas con H & E fue realizado por un patélogo
experto, quien confirmé la calidad de la muestra y el

diagnéstico, y evalué el tipo histologico. Los cortes
internos fueron utilizados para marcacién, diseccién
de la lesion y obtenciéon del ADN, siguiendo los
procedimientos previamente descritos (22). A par-
tir del cepillado cervical se obtuvo extracto crudo
[células que, tratadas con una solucién de proteinasa
K (10 mg/ml proteinasa K en TRIS 50mM, pH =
8,3), pueden ser usadas para la determinacion de
la presencia del virus] (22).

Tipificacion del virus del papiloma humano

Para la deteccion del VPH se utilizé la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés Polymerase Chain Reaction), usando los ini-
ciadores Gp5+/Gp6+ (23). Esta técnica amplifica
un fragmento de 150 pares de bases del gen LI,
altamente conservado en todos los genotipos de
VPH. El genotipo del VPH fue identificado me-
diante una técnica de hibridacion reversa (RLB,
del inglés reverse line blot), con sondas especificas
para 37 genotipos diferentes del VPH (6, 11, 16,
18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70, 71,
72, 73, 81, 82/1539, 82/MM4, 83, 84, CP6108).
Como control positivo, se empled6 ADN obtenido
de las lineas celulares SiHa y Hela, portadoras del
genoma de VPH 16 y 18, respectivamente. Para
comprobar la calidad del ADN, todas las muestras
fueron evaluadas por medio de la amplificacion de
un fragmento del gen de la B-globina que genera
un amplicén de 209 pb, utilizando los iniciadores

BG03/BGO5 (24).

Tabla 2. Frecuencia de variantes europeas y no europeas del gen E6 de VPH16 en mujeres con lesiones de bajo grado o citologia normal, y con

carcinoma escamocelular y adenocarcinoma

- - Total de
Individuos Individuos . :
. A Variantes de VPH 16 variantes
Tipo histolégico incluidos con resultado encontradas
n n (%)* Europeas (%) No europeas (%) m

Controles 39 33 (84,6) 33 (100) 0 33

Biopsias
Carcinoma frescas 102 98(96,1) 80 (71,4) 32(28,6) 120
escamocelular .

Tejidos FFIP 109 58(53,2) 39(63,9) 22 (36,0) 61¢
Adenocarcinoma 50 37 (74,0) 14 (35,9) 25 (64,1) 394
Total 300 226 (75,3) 166 (67,8) 79 (32,2) 245

2 Porcentaje sobre el total de individuos incluidos

® Infecciones multiples: Ocho (8) individuos estan infectados con variantes Eu y AA simultdaneamente, 6 individuos mas, estan infectados con 2 variantes

Eu distintas simultdaneamente.

¢Infecciones multiples: Tres (3) individuos estan infectados con variantes Eu y AA simultdaneamente.
dInfecciones multiples: Dos (2) individuos estan infectados con variantes Eu y AA simultaneamente.
Nota: La zona sombreada corresponde a la descripcion de las infecciones. La parte blanca corresponde a la descripcién de los individuos.
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Tabla 3. Posicion de nucleétido en el genoma de VPH 16

Rama filogenética Clase Posicion de nucleétido en el genoma de VPH 16 Frecuencia
145* | 176 | 183* | 187 | 286 | 289 | 335*% | 350* | 442*% | 449* | 532

E Referencia G G T A T A C T A C A 29
E 350G _ A _ _ _ _ _ G _ _ _ 1
E 350G _ _ _ G _ _ _ G _ G _ 1
E 350G _ _ _ _ _ _ _ G C _ _ 1

E 350G _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ 109

AA AA T _ _ _ A G T G _ _ G 58
AA AA(183G) T _ G _ G _ _ 8
EyAA 350G G/T G/C _ _ A A/G T G _ _ A/G 1
EyAA 350G G/T _ _ _ A A/G  UT G _ _ A/G 4
EyAA 350G G/T _ T/G _ A A/G  UT G _ _ A/G 1
EyAA 350 T/G G/T _ T/G _ A A/G  CT TG _ _ A/G 1
EyAA 350 T/G G/T _ _ _ TA  A/G CT TG _ _ A/G 2
EyAA 350T/G G/T  G/A _ _ A A/G T TG _ _ A/G 4
E 350 T/G _ _ _ _ _ _ _ T/G _ _ _ 6

Nota: Se muestran las variaciones de nucleétidos detectados en la secuencia E6 de aislados de VPH 16 de casos (NIC3, CEC, ADC) y controles
(lesiones de bajo grado, ASC-US o normales). En la primera fila se muestran las posiciones del gen E6 de la variante referencia de PVH 16 para

las cuales se detectaron variaciones. Las sustituciones de nucleétido se denotan con el nucleétido correspondiente (A, G, C, T). El guion bajo

(—) denota posiciones sin variacion. La barra diagonal (/) denota posiciones en las que se observé mas de un nucleétido (ej. A/G). Las columnas
sombreadas indican las posiciones de nucledtidos usados para definir las ramas filogenéticas y las clases. Los nimeros con asterisco indican
posiciones de nucleétidos que resultan con cambios en la secuencia de aminoécidos (no sindnimos). Se asumid que las clases de las variantes
encontradas en infecciones multiples serian las mismas que las encontradas en infecciones simples. En las infecciones multiples, “350 T/G”" indica

que no se pueden determinar con certeza las clases presentes.

Identificacion de las variantes moleculares
del gen E6 de VPH 16

La identificacion de las variantes moleculares del gen
E6 de VPH 16 fue realizada a través de un contrato
de servicio con el Grupo de Investigacion en Biologia
del Cancer, del Instituto Nacional de Cancerologia,
empresa social del Estado, de Bogota. En la técnica
utilizada, se realizé una PCR que amplifica un frag-
mento de 562 pb desde el nucleétido 21 hasta el 582
del marco abierto de lectura del gen E6, con el uso
de los iniciadores E6F1 (5-AAACTAAGGGCG-
TAACCG-3) yE6R] (5-TGTAGGTGTATCTC-
CATGC-3"). Las muestras que obtuvieron un resul-
tado negativo en esta PCR fueron sometidas a dos
PCR mias, utilizando dos iniciadores que se ubican
aproximadamente en el centro de la secuencia de
este gen, denominados E6R23 (5-CGGTTTG-
TTGTATTGCTG-3’, ubicado del nucleétido 371
al 388) y E6F12 (5-CGTGAGGTAGTATATGA-
CTTTGC-3’, ubicado del nuclestido 221 a 240),
amplificando dos secuencias de la siguiente manera:

una de 367 pb del nucleétido 21 a 388, usando E6F1
y E6R23, y otra de 362 pb del nucleétido 221 al 528,
usando E6F12 y E6R1 (26).

Los iniciadores antisentido de las PCR usadas
estaban conjugados con biotina en su extremo 5,
lo que gener6 productos de PCR marcados. Para
identificar las variantes moleculares del gen E6 del
VPH 16 se utilizé nuevamente un RLB con sondas
que permitieran detectar los principales cambios
de nucleotidos (G145T, T286A, C335T, G350T y
A532G), que identifican las ramas filogenéticas de
las variantes E, As, AA, NA, Afl, Af2, incluyendo
ademas todas las mutaciones que originan cambio de
aminoacidos descritas hasta la fecha (11,12,25). Las
condiciones exactas de la prueba de PCR y el RLB
de deteccion han sido descritas anteriormente (26).

Analisis de datos

Siguiendo la clasificacion de variantes de VPH de
Bernard (10) y las descritas por Yamada (12) y
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Sanchez (27), encontramos que en la poblacion
evaluada la mutacion de la posicion 145 ocurria
simultineamente con las otras mutaciones que
marcan las diferencias generalmente usadas para
la clasificacion de las variantes. Con base en ello,
se estableci6 una clasificacion en dos grupos prin-
cipales, determinados asi: 145G como europeo
y 145T como no europeo. Todas las infecciones
fueron contadas una vez, tanto en casos como en
controles, aun en los individuos con infecciones
multiples. De esta manera, los porcentajes de las
variantes identificadas fueron calculados sobre el
total de las infecciones.

Como se ha descrito anteriormente (27), para
los analisis estadisticos, a los individuos que pre-
sentaron infecciones mdltiples se les dio un peso
proporcional al nimero de infecciones (por ejemplo,
un individuo con infecciones AA + E(350G) se
conté como 0,5 en el grupo no europeos y 0,5 en el
grupo de europeos). Para comparar la distribucién
de variantes entre casos y controles, se emplearon
las pruebas de %2 y Fisher, usando un nivel de sig-
nificancia de 0,05. Los resultados fueron generados
en el programa R, version 2.13.0 (28).

Resultados

Como se muestra en las tablas 1, y 2 durante todo el
periodo del estudio se lograron obtener e identificar
biopsias frescas de 102 mujeres (15 con diagnésti-
co de NIC3 y 87 con CEC). Adicionalmente, se
recolectaron 159 tejidos FFIP (6 con diagnodstico
de NIC3, 103 con CEC y 50 con diagnéstico de
ADC). En 68 (26,1%) muestras no se obtuvo sefial

Tabla 4. Diferencias en la distribucién de variantes del gen E6 VPH 16
entre controles y casos de carcinoma escamocelular de cérvix (NIC3
0 mas severo)

Variantesde  Controles Casos® pb pe
E6 de VPH 16 n =33 (%) n =98 (%)
No Europea 0 28(28,6)
0,001 <0,001
Europea 33(100) 70(71,4)
350G 26 (78,8) 75,54(77,0)
0,97 1,00
350T 7(21,2) 22,5(23,0)

2ADN obtenido de biopsias frescas de casos con diagnoéstico histoldgica-
mente confirmado.

b Prueba y2 sin correccién de Yates.
¢Prueba exacta de Fisher unilateral.

4Numeros decimales: los individuos que mostraron infeccién con
multiples variantes fueron proporcionalmente atribuidos a los grupos de
variantes europeas y no europeas.
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Tabla 5. Diferencias en la distribucion de variantes del gen E6 de VPH
16 entre controles y casos (tejidos FFIP) de carcinoma escamocelular
(NIC3 0 mas severo)

Variantesde Controles  Casos® pb pe
E6deVPH16 n=33(%) n=58(%)
No europea 0 20,5(35,3)¢
<0,001  <0,001
Europea 33(100) 37,5 (64,7)
350G 26 (76,9) 54,5(93,9)
0,066 0,090
350T 7 (23,1) 3,5(6,0)

2 ADN proveniente de tejidos FFIP.
Prueba ¥? sin correccion de Yates.
“Prueba exacta de Fisher unilateral.

4Numeros decimales: los individuos que mostraron infeccién con
multiples variantes fueron proporcionalmente atribuidos a los grupos de
variantes Ey NE.

de hibridacién, por lo que no se realizé identifica-
cién de variantes y fueron excluidas de posteriores
analisis. Finalmente, entre las 193 muestras de casos
en los que se logré resultado para la determinacion
de variantes, 98 correspondian a biopsias frescas (14
NIC3 y 84 CEC); 58, a tejidos FFIP de pacientes
con NIC3 o CEC (5 con diagnéstico NIC3 y 53
con CEC), y 37 a tejidos FFIP de pacientes con
ADC (tabla 2).

Un total de 2.185 potenciales controles fue-
ron recolectados en el estudio, de los cuales 39
fueron positivas para la infeccién con VPH 16.
Se logré obtener el resultado de la determinacién
de las variantes de VPH 16 en 33 (84,6%) de los
controles (tabla 2). Al comparar las caracteristicas
sociodemograficas de las mujeres cuyas muestras
fueron excluidas del analisis porque no se logré la
tipificacion de variantes y aquellas tipificadas, no se
encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas (datos no mostrados).

Distribucion de variantes moleculares del
gen E6 del VPH 16

En la tabla 2 se observa que entre todas las 226
muestras, incluyendo casos y controles, de las cuales
se logré la deteccién de variantes, se identificaron
245 infecciones, de las cuales 19 (7,8 %) presentaban
infecciones multiples (con més de una variante). El
67,8% correspondieron a infecciones con variantes
E. En el analisis, incluyendo biopsias frescas y
tejidos FFIP con diagnostico de NIC3 o CEC, el
porcentaje de infecciones con variantes E fue de
71,4% y 63,9%, respectivamente, mientras que en
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tejidos FFIP con diagnostico de ADC solo el 35,9%
presentaban infecciones con variantes E. Todos los
33 controles tenian infecciones con variantes E.

En la tabla 3 se describe la distribucion de todas
las mutaciones puntuales y variantes moleculares
del gen E6 de VPH 16 halladas en este estudio. Se
identificaron 5 variantes E, incluyendo la variante
referencia (8), de las cuales cuatro portaban gua-
nina (G) en la posiciéon 350 y diferian entre ellas
por cambios de un solo nucleétido. Se identificaron,
ademis, dos variantes AA que portaban timina (T)
en la posicion 145, una de ellas portaba ademas G
en la posicion 183. Las variantes E (350G) fueron
las mas frecuentes (aproximadamente 50% de las
variantes), seguidas por las variantes AA (aproxi-
madamente 26% de las variantes).

Comparacion de la distribucion de
variantes del gen E6 de VPH 16 entre
controles y casos con NIC3 y cancer cervical

La tabla 4 presenta la comparacién de la distribucién
de variantes del gen E6 de VPH 16 entre mujeres
con infecciones identificadas en 98 biopsias frescas
de CEC y 33 controles. Las variantes europeas y
no europeas se observaron en el 71,4% y 28,6%
de los casos, respectivamente, mientras en los con-
troles, todas las 33 muestras portaban infecciones
europeas. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p < 0,001). En el anélisis de la dis-
tribucion de las mutaciones en la posicion 350 del
gen E6, se observo que la mutaciéon 350G estuvo
presente en el 77% y 78% de casos y controles, res-
pectivamente, y por tanto no se observaron diferen-
cias en la distribucion de esta mutacion (p = 0,97).

Tabla 6. Diferencias en la distribucidn de variantes del gen E6 de VPH
16 entre de controles y casos de adenocarcinoma

Variantesde Controles Casos

P2 P*
E6deVPH16 n=33(%) n=37(%)

No europea 0 24 (64,9)
< 0,001 < 0,001

Europea 33(100) 13 (35,1)

350G¢ 26 (76,9) 32,5(90,3)¢
0,321 0,330

350T 7 (23,1) 3,5(9,7)

2Prueba x? sin correccién de Yates.
bPrueba exacta de Fisher unilateral.
¢Un individuo no obtuvo informacion para esta posicion (n = 36).

4NUumeros decimales: los individuos que mostraron infeccion con
multiples variantes fueron proporcionalmente atribuidos a los
grupos de variantes E'y NE.

Cuando se llevé a cabo este mismo analisis,
pero incluyendo solamente los datos obtenidos en
muestras de tejidos FFIP (tabla 5), se observo que
el 64,7% y 35,3% de los casos portaban variantes
europeas y no europeas, respectivamente, y esta
distribucion fue estadisticamente diferente de
las distribuciones de variantes observadas en los
controles, que, como se menciond, solo portaban
infecciones europeas. En cuanto a la distribucion
de las mutaciones en la posicién 350, en infecciones
identificadas en tejidos FFIP, se observé con mayor
frecuencia la mutacion 350G en casos (93,9%) que
en controles (76,9%), pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p = 0,06).

Comparacion de la distribucion de
variantes del gen E6 de VPH 16 entre
controles y casos de adenocarcinoma

En la tabla 6 se describe la comparacion de la dis-
tribucioén de variantes moleculares del gen E6 del
VPH 16 entre controles y casos de ADC. E1 35,1%
y 64,9% de las infecciones de VPH 16 en ADC
presentaron variantes europeas y no europeas,
respectivamente. Las comparaciones con los con-
troles, que contienen exclusivamente infecciones
con variantes europeas, mostraron distribuciones
con diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,001). La pruebas y? y Fisher demuestran
que la distribucién de las variantes entre casos de
CEC y ADC es estadisticamente diferente, y esta
diferencia fue significativa (p < 0,001) (resultados
no mostrados).

Discusion

El estudio describe la comparacién de la distribu-
cién de variantes europeas y no europeas de VPH
16, clasificadas con base en mutaciones puntuales
del gen E6, entre mujeres con y sin NIC3 y céncer
cervical, de Medellin y Popayan. Se encontr6 que
existen diferencias estadisticamente significativas
cuando se compara la distribucién de variantes
de VPH 16 entre las mujeres con cancer cervical
y las mujeres del grupo control. Estos resultados
confirman los hallazgos en otras poblaciones latinoa-
mericanas, en los cuales se ha observado un mayor
riesgo de cancer cervical asociado con variantes no

europeas (13,14,29,30).
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Este fue un estudio en el que se incluyeron como
casos muestras de tejido fresco y tejidos FFIP, con
diagnéstico de NIC3/CEC y ADC. Usamos NICS3,
lesion de alto grado o carcinoma in situ, porque es con-
siderado un desenlace apropiado para estimar riesgo
para el desarrollo de cancer, y ha sido usado para tal
fin en los estudios de casos y controles de Mufioz y
colaboradores (31,32), y en los ensayos clinicos, para
evaluar la eficacia de la vacuna de VPH (33-35).

Como controles se incluyeron mujeres que
acudieron a los servicios de toma de muestras de
citologias de 2 IPSs de Medellin, que atienden al
50% de la poblacion del régimen subsidiado y 50%
del régimen contributivo de esta misma ciudad.
En Popayan, las muestras fueron recolectadas en
entidades prestadoras de servicios a las que acude
la mayoria de la poblacién de esta ciudad. A pesar
de que los controles no fueron seleccionados alea-
toriamente mediante un muestreo poblacional, las
mujeres con citologia de alto grado de estas IPSs son
remitidas para tratamiento en los hospitales donde
fueron recolectados los casos. Sin embargo, no se
puede excluir la probabilidad de que en los contro-
les se incluyera mayor proporcién de mujeres que
hayan residido por més tiempo en el 4rea urbana de
las mencionadas ciudades, y en los casos de mujeres
remitidas de centros de toma de citologia de lugares
por fuera del 4rea urbana de estas.

Ademas, se llevo a cabo un anélisis comparando
la historia de la citologia entre casos y controles, y
se pudo comprobar que, a pesar de que las mujeres
del grupo control fueron reclutadas a través de
centros de citologia, el namero de citologias que
habian recibido durante su vida no era diferente al
ntmero de citologias que los casos habian recibido
durante este mismo periodo (datos no mostrados).

En biopsias frescas y tejidos FFIP de casos se
observé que el 71,4% y 64,7% de las infecciones son
variantes europeas, y el 28,6% y 35,3%, variantes
no europeas, especificamente variantes AA. Estos
resultados son similares a lo descrito por Bravo y
colaboradores (29), quienes analizaron variantes
moleculares del gen L1 de VPH 16 y encontraron
que un 60% de las mujeres con cancer cervical
portaban variantes E, y un 40%, variantes AA (no
europeas).
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La clasificacion de variantes es similar, indepen-
dientemente de la regién o gen que se utilice para
detectar la variabilidad genética del genoma viral.
Por tanto, aunque en nuestro estudio se hizo la
determinacién de variantes en el gen E6, se puede
concluir que los hallazgos en ambos estudios en
cuanto a la distribucion de variantes E y no europea
en casos de cancer cervical son similares.

Respecto a la distribucién de las variantes en
mujeres con lesiones de bajo grado o citologia nor-
mal, en este estudio se observo que las 33 muestras
positivas para infecciéon por VPH 16 portaban in-
fecciones con variantes europeas. Estos resultados
difieren a los descritos por Bravo y colaboradores,
quienes observaron en mujeres sanas una distribu-
cién del 92% de variantes europeas, 4% de variantes
AAy4% de Af(29). Por otro lado, Huertas-Salgado
(36) reportd una distribucion muy similar en las
frecuencias de variantes en mujeres sin cancer (87%,
11% y 2%, de infecciones con variantes E, AA y Af,
respectivamente). Una posible explicacién puede
deberse al tamafio de la muestra.

Dado que se ha descrito que la prevalencia del
VPH 16 en poblacion normal de mujeres de Bogota
es del 2,42% (37) y estudios en poblaciones lati-
noamericanas han mostrado que entre las personas
positivas para infeccién por VPH 16 con citologias
normales, lesiones de bajo grado o ASC-US la pre-
valencia de variantes no europeas es de 5% a 11%
(14,29,38,39), se necesitaria analizar alrededor de
7.500 individuos de poblacién sana para encon-
trar al menos una variante AA con una potencia
estadistica del 80%. Sin embargo, un estudio en
poblacién mexicana reporté ausencia de variantes
AA (no europeas) en un grupo control de 15 indi-
viduos (39), mientras otros estudios, también en
poblaciones mexicanas, muestran prevalencias bajas
(7% a 10%) de variantes no europeas en grupos de
controles VPH 16 positivos, con tamafios de mues-
tra no mayores a 30 individuos (14,38).

Aunque estudios en el iambito mundial han com-
probado que las variantes no europeas circulan con
mayor frecuencia en Suramérica (40), estos estudios
se han concentrado en la poblacién con céncer cer-
vical y no en la poblacién normal. Otra explicacién
posible para la ausencia de variantes no europeas en
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los controles de nuestro estudio es la probabilidad de
haber incluido en la muestra de los controles mayor
proporcién de mujeres con componente ancestral
europeo. Estudios recientes en los que se evalta la
composicion ancestral de diferentes poblaciones de
Colombia revelan que la composicién ancestral en
Medellin es del 70% europeo, 20% amerindioy 10%
africano (41), y en Bogota el promedio del compo-
nente ancestral amerindio es dos veces mayor que
en Medellin (21), lo que soporta esta explicacion,
aunque no justificaria lo observado en Popayan,
donde la composicién ancestral es 60% europeo,
36% amerindio y 4% africano (21). Sin embargo,
ni en nuestro estudio, ni en los estudios de Bravo
y Huertas-Salgado se recolecté informacién que
pueda ser usada para evaluar esta posibilidad.

A pesar de la ausencia de variantes no europeas,
nuestro estudio, como los otros conducidos por
Bravo y colaboradores, y Huertas-Salgado y colabo-
radores, demuestran que la frecuencia de variantes
europeas es muy alta en mujeres con lesiones de
bajo grado o citologia normal. Para confirmar estos
hallazgos es aconsejable tener un anélisis de casos
y controles con mayor tamafio de muestra, y una
seleccién poblacional y muestreo representativo de
diferentes grupos étnicos.

Como se observa en la tabla 3, se encontraron en
la poblacion siete variantes moleculares en el gen E6
de VPH 16; 5Ey2 AA, aunque esta variabilidad es
baja, es similar a la observada en estudios llevados a
cabo en otras poblaciones latinoamericanas, con na-
meros similares de mujeres positivas para infeccién
por VPH 16 (11,13,14). Lo que sugiere que el patrén
de distribucién de las variantes es similar entre las
poblaciones latinoamericanas. En este estudio se
observo un 8,4% de infecciones multiples (Tabla 3).
Aunque representa el porcentaje mas alto de infec-
ciones multiples reportado hasta ahora, sigue siendo
comparable con otros trabajos (25,27).

Nosotros encontramos una amplia variacién en
el porcentaje de muestras que tuvieron éxito en
la deteccion e identificacion de las variantes (96%
en biopsias, 53% y 74% en tejidos FFIP de CEC y
ADC, respectivamente). Estas diferencias estan
probablemente relacionadas con la calidad del ma-
terial genético, que sufre una degradacion debido

a los procesos de preparacion de los tejidos FFIP
(42,43) y posterior extraccién (44). Sin embargo,
esta limitacién no tuvo impacto en la validez de los
resultados, pues la distribucién de frecuencias de las
variantes E y no europeas fue similar entre biopsias y
tejidos FFIP de CEC, y a que estas se estimaron con
base en las muestras de buena calidad (positivos en
la prueba de B-globina). Adicionalmente, se encon-
tr6 que en ADC la distribucién de las variantes fue
completamente inversa a la observada en CEC, ya
que el 65% de las infecciones en este tipo histoldgico
fueron no europeas.

Estos hallazgos concuerdan con los reportados por
Quint y colaboradores en 2010, y Tornesello en 2011,
quienes encontraron mayor frecuencia de variantes
AA que E en casos de ADC (45,46). A pesar de las
limitaciones observadas en todos esos estudios que
reportan resultados para variantes no europeas de
VPH 16 en el 70% de los tejidos FFIP de casos de
ADC, dada la baja frecuencia de este tipo histologi-
co, dichos resultados son comparables y sustentan la
hipétesis de un rol biolégico de variantes de VPH en
los diferentes tipos histologicos del cancer cervical.

Hasta el momento no hay estudios concluyentes
que determinen las caracteristicas biolégicas de las
variantes no europeas que justificarian la mayor
agresividad de los adenocarcinomas. Sin embargo,
se ha postulado que la expresién de los receptores
de progesterona y estrogenos en células columnares
endocervicales puede ser un mecanismo asociado
con la agresividad de este tipo de tumor (16); por
lo tanto, es necesario realizar estudios que evalaen
esta hipétesis.

Varios estudios han observado un riesgo elevado
de cancer cervical asociado con variantes no euro-
peas (Afl, Af2, AA, As) de VPH 16 (13-15). Las
posibles explicaciones bioldgicas de esta asociacién
podrian ser: que algunas de estas variantes mole-
culares podrian activarse mas eficientemente por
proteinas de uniéon al ADN, que desregulen mas
eficientemente el control del crecimiento celular
o que tengan un papel en la capacidad del virus
para evadir la respuesta inmune. Aunque algunas
de estas explicaciones ya se han evaluado, no se
han encontrado evidencias concluyentes que las
soporten (47-50).
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Las mayores ventajas de nuestro estudio las
constituye el reclutamiento de casos y controles
por areas definidas de diferentes lugares de Co-
lombia, y la clasificacién apropiada de la variable
respuesta (confirmacién exhaustiva de los casos de
cancer). Esto no excluye que los resultados deban
interpretarse a la luz de las limitaciones de este:
debido a la seleccion de casos y controles positivos
para infeccién por VPH 16, no se logra emparejar
por edad; la carencia de emparejamiento por edad
en un estudio cuya variable desenlace es el cincer
representa una limitacion seria, ya que los casos tie-
nen mayor probabilidad de haber estado expuestos
a ciertas variables. A pesar de estas limitaciones,
el estudio complementa otros llevados a cabo en
Latinoamérica, donde se ha demostrado que las
variantes asidtico americanas estan preferentemente
relacionadas con NIC3 y céncer cervical, y en muy
baja frecuencia en mujeres con lesiones de bajo grado
y citologia normal; sin embargo, estos hallazgos son
insuficientes atin como para otorgarle a la identifica-
cién de variantes de VPH 16 una aplicacién clinica.
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