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Resumen El objetivo del estudio fue investigar las frecuencias de virus papiloma humano (HPV) y de mutacio-
nes en los genes Ha-ras y el supresor p53 en tumores y lesiones precursoras de cérvix. Se incluye-
ron en el estudio 30 carcinomas invasores (CAIN), 36 displasias severas (CIN Ill) y 12 tejidos normales adyacen-
tes a los tumores (TN). Se realiz6 la tipificacién de HPV y la busqueda de mutaciones en los genes Ha-ras y p 53
mediante PCR-SSCP. Los CAIN fueron HPV positivos en el 93%; en el 41% se observaron mutaciones en Ha-ras
y en el 17% para p53. EI 80% de los CIN IIl fue HPV positivo, en el 18% se detectaron mutaciones en Ha-ras y en
el 11% en p53. En los TN el HPV se detect6 en el 17% de los casos. Todas las mutaciones fueron heterocigotas.
Por otro lado, todas las muestras con mutaciones en Ha-ras resultaron HPV positivas, en cambio el 33% de los
casos de p53 mutada fueron HPV negativos. EI HPV 16 (44%) fue mas prevalente que el HPV 18 (15%); los casos
de tipo viral no determinado (18%), indicarian la circulacion en nuestro pais, de otros tipos distintos a los ensaya-
dos (6, 11, 16, 18, 31y 33), variantes o infecciones mixtas. La baja frecuencia de mutaciones en el gen p53 sefiala
que la inactivacion de la proteina normal mediada por HPV tendria un rol mas importante en la patogénesis del
cancer. Dado que el Ha-ras mutado se hall6 en lesiones premalignas, hemos especulado que podria representar
un marcador temprano de progresion. Nuestros hallazgos proveen de evidencias adicionales acerca de un efecto
interactivo entre los HPV de alto riesgo y de oncogenes en el desarrollo tumoral.

Abstract Ha-ras and p53 gene mutations scanned by PCR-SSCP in human papillomavirus associated with
premalignant and malignant lesions of the uterine cervix. The aim of this study was to investigate
the frequencies of human papillomavirus (HPV) and mutation in Ha-ras oncogene and tumour supressor p53 gene
in cervical cancer and precursor lesions. A total of 30 invasive carcinomas (IC), 36 cervical intraepithelial neoplasia
grade Il (CIN Ill) and 12 normal tissues adjacent to the tumor (NT) were included. HPV typification and scanning of
possible mutations in Ha-ras and p 53 genes were made by SSCP-PCR. The IC cases showed 93% HPV positivity,
41% having mobility shifts for Ha-ras mutations and 17% for p53 mutations while in CIN Ill, these percentages were
80%, 18% and 11%, respectively. In normal tissues HPV frequency was 17%. All Ha-ras mutated samples were
HPV positive but 33% of p53 mutated cases were HPV negative. All mutations were heterozygous. HPV 16 was
more prevalent (44%) than HPV 18 (15%) and the high rate of undetermined HPV types (18%) would indicate the
circulation in our country of other types different from the assayed HPV controls (6, 11, 16, 18, 31 and 33), being
variants or mixed infections. The low frequency of p53 mutations (17%) strengthens the view that wild type p53
inactivation by HPV probably plays a major role in the pathogenesis of cervical cancer. Because mutated Ha-ras
was found in HPV associated premalignant lesions, we speculate that it represents an early marker for progression.
Our findings provide additional evidence for an interactive effect between high risk types of HPV and oncogene
activation in the development of uterine cervical cancer.
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Numerosos estudios epidemiolégicos y moleculares
han demostrado la asociacion de los virus Papiloma hu-
mano (HPV) con el desarrollo de lesiones preneoplasicas
y neoplasicas del tracto anogenital* ¢. Los HPV pueden
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afectar a todo el tracto genital, aunque las infecciones
localizadas en el cuello uterino han constituido el principal
foco de atencion, ya que presenta una mayor susceptibi-
lidad a la transformaciéon maligna®. Actualmente se han
identificado mas de 85 tipos, de los cuales alrededor de la
mitad fueron detectados en lesiones anogenitales. En el
cérvix se hallaron principalmente los tipos HPV6, 11y 42
(bajo riesgo) en lesiones condilomatosas (verrugas
genitales), displasias leves y moderadas; mientras que
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los HPV 16, 18, 31, 33 y 45 (alto riesgo) se encontraron
principalmente en displasias de alto grado de severidad y
carcinomas. Otros tipos como 39, 43, 44, 52 y 56 fueron
detectados con menor frecuencia® °.

La presencia de ADN viral en muestras clinicas ha
sido demostrada por distintas metodologias incluyendo
Southern blot, dot blot, hibridacion in situ, reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y captura de hibridos'*
13, El uso de PCR ha mejorado notablemente la sensibi-
lidad de la deteccién de HPV en lesiones de cérvix, vul-
va, ano, pene y otras* . Uno de los mas sensibles
métodos para detectar alteraciones estructurales mini-
mas en el ADN, incluyendo mutaciones puntuales, es la
técnica PCR-SSCP (single stranded conformational
polymorphism analysis: analisis de polimorfismos
conformacionales de cadena simple)®. Esta técnica ha
sido aplicada para la tipificacion de HPV*® 2°, permitien-
do identificar en una sola reaccion un amplio espectro
de tipos de HPV, no siendo necesario realizar posterio-
res ensayos de confirmacién. Por otro lado, también se
ha empleado para la busqueda rapida de alteraciones
genéticas en un gran nimero de muestras, ya que han
sido demostradas su sensibilidad y especificidad para
detectar mutaciones puntuales y una concordancia del
100% con los resultados de la secuenciacién directa®®.

Existen evidencias suficientes para considerar que
ciertos tipos virales, en particular HPV 16 y 18 son car-
cinogénicos en humanos®. Esta aseveracion esta sus-
tentada en hallazgos experimentales que indican que
proteinas de estos virus interfieren en el control de la
célula persistentemente infectada* ?*. Los genes que
codifican a p53 y Rb ejercen un rol regulador del ADN
celular y el ciclo mitético, son genes supresores de tu-
mor; cualquier alteraciéon a nivel de estos genes o sus
productos puede conducir a la transformacién maligna
%, Uno de los mecanismos de transformacion por HPV
demostrado in vitro es la unién especifica de oncopro-
teinas virales E6 y E7, con proteinas regulatorias celula-
res?. En las células infectadas con HPV se ha demos-
trado que la proteina celular p53 (producto del gen su-
presor de tumor homénimo) se une a la proteina codifi-
cada por la region E6 del genoma viral y que en los tipos
de alto riesgo, la afinidad de la interaccion es mas fuerte
gue en los de bajo riesgo. Algunos estudios han mostra-
do que la oncoproteina E6 puede formar complejos so-
lubles con p53 y ademas promover su degradacioén. Otra
interaccion ocurre entre la proteina celular Rb y la pro-
teina codificada por la region E7.

La ubicuidad del HPV vy el largo periodo de latencia
entre la infeccién y el desarrollo del cancer, indican que
la presencia viral per se no es suficiente para generar la
neoplasia; otros factores podrian contribuir a la transfor-
macion maligna. Se han considerado entre otros, la ex-
posicion a carcindgenos fisicos (radiaciones), quimicos
y co-infecciones con patégenos potencialmente onco-
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génicos (Herpes simplex, clamidias, etc). Asimismo son
importantes los factores del huésped como la herencia,
el estado inmunolégico y/o hormonal® 2 28,

La carcinogénesis es un proceso de multiples etapas
que involucra mecanismos genéticos y epigenéticos, los
cuales pueden derivar en la activacion de proto-oncogenes
y/o inactivacién de genes supresores. Los genes ras (Ha,
Ki y N) constituyen una de las mas importantes familias
de oncogenes identificadas hasta ahora. Estos genes
adquieren propiedades transformantes por mutaciones
puntuales, generalmente en los codones 12, 13 o 61 de
la proteina p21. Esta proteina estd implicada en
mecnaismos de transduccion de sefiales de proliferacion
ylo diferenciacién?. La mutacion de la p21 es dominante,
por lo que el efecto transformante ocurre aun cuando la
misma es heterocigota. Las mutaciones en los genes ras
se han observado en diferentes tipos de tumores huma-
nos?®. Ha sido descripta una colaboracion de los
oncogenes ras con las oncoproteinas virales E6-E7 para
inducir la transformacion in vitro de keratinocitos®; ha-
biéndose sugerido que dicha transformacién seria el re-
sultado de un aumento en los niveles de las proteinas
E6-E7 debido a la induccidn de la actividad transcripcional
en HPV mediada por el oncogen Ha-ras®.

Las mutaciones del gen supresor p53 son las altera-
ciones mas frecuentes en los canceres humanos®. El
producto de este gen juega un rol central en el manteni-
miento de la estabilidad genémica cuando ocurren da-
flos en el ADN. Cuando se producen mutaciones au-
menta la concentracion de p53 y queda bloqueada la
proliferacién celular, permitiendo la reparacion del
genoma o induciendo apoptosis. La abrogacion de la
funcién de p53 también puede ocurrir, como se mencio-
nd previamente, por su interacciéon con la oncoproteina
E6 del HPV.

En este estudio se ha enfocado en forma conjunta, la
infeccion por HPV y alteraciones en los genes Ha-ras y
p53, investigandose la frecuencia de la infeccion y la
presencia de mutaciones en carcinomas invasores y le-
siones premalignas de cuello uterino.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 30 casos de carcinoma invasor (CAIN); 36
casos de displasia severa/carcinoma in situ (CIN Ill) analizan-
dose un total de 253 biopsias, incluyendo 12 adicionales toma-
das de areas adyacentes a las lesiones malignas, que resulta-
ron histolégicamente normales.

Extraccion y purificacion de ADN

Los ADN fueron extraidos por tratamiento enzimatico y purifica-
dos por fenol/cloroformo, a partir de cortes seriados de biopsias
fijadas y embebidas en parafina®?. Para verificar la integridad de
los ADN extraidos y su aptitud para ensayos de amplificacion,
se efectué una PCR empleando primers GH20 y PC04 que
amplifican un segmento de 260 pb del gen (3 globina humana®.
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Tipificacion de HPV mediante PCR-SSCP

PCR: Los ADN de biopsias y de los controles virales fueron
amplificados por PCR empleando primers genéricos GP5+ y
GP6+, que producen un fragmento de 140 pb del gen viral L1.
En todos los ensayos, como controles positivos se emplearon
los ADN de HPV clonados en plasmidos bacterianos, tipos 6,
11, 16, 18, 31y 33, cedidos por los Dres. H. zur Hausen (Ale-
mania), A. Lorincz (EEUU) y G. Orth (Francia). La mezcla de
amplificacion, en un volumen final de 10 pl, contenia: 100-200
ng de ADN; 2.5 mM de MgCl,; 50 mM de Tris HCI; 50 mM de
CIK; 50 uM de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP); 10 pmol de
cada primer, 1 U de polimerasa Taq (Perkin Elmer); 1 uCi de
33p-dCTP. Las muestras fueron desnaturalizadas a 94 °C por
5 min y sujetas a 40 ciclos de amplificacion: 94 °C/30 seg., 45
°C/30 seg, 72 °C/30 seg y finalmente a 72 °C/3 min emplean-
do un ciclador térmico Perkin Elmer 9600.

SSCP: Los productos de amplificacién de muestras y con-
troles fueron corridos en geles de poliacrilamida al 6%%. Los
geles fueron fijados con &cido acético al 10%, secados y expues-
tos a una pelicula radiografica X-OMAT-AR de Kodak. Se esta-
blecieron los patrones tipicos de migracién del ADN control co-
rrespondiente a cada tipo de HPV. La tipificacién se llevé a cabo
comparando la movilidad de las bandas de los productos de PCR
provenientes de las muestras de biopsia con el patron de ban-
das correspondiente a los controles de HPV amplificados.

Deteccién de mutaciones puntuales mediante PCR-SSCP

PCR en oncogen Ha-ras: Los ADN de las biopsias y de los
controles fueron analizados por PCR empleando primers H12A
y H12B, que amplifican un fragmento correspondiente a los
codones 12 y 13%. Como control normal se empled ADN ex-
traido de fibroblastos humanos de linea celular diploide y como
control mutado se utiliz6 ADN de ras mutado clonado en
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plasmido bacteriano (pEJ) cedido por el Dr. H. Suarez (Fran-
cia). La mezcla de amplificacion, en un volumen final de 10 pl
contenia: 100-500 ng de ADN; 50 mM de Tris HCI, 50 mM de
CIK; 1.5 mM de MgCl,; 2.5 mM de cada dNTP (dATP, dTTP,
dGTP); 0.25 mM de dCTP; 10 pmol de cada primer, 1U de
polimerasa Tagq; 1 uCi de *#P-dCTP.

Las muestras fueron desnaturalizadas a 95 °C por 2 minu-
tos y sujetas a 39 ciclos de amplificacion: 95 °C/30 seg, 59 °C/
1 min, 72 °C/1 min y finalmente a 72 °C/5 min.

PCR en el gen supresor p53: Los ADN de las biopsias y de
controles normales fueron amplificados por PCR empleando
primers (P7-5 y P7-3) disefiados de acuerdo con las secuen-
cias publicadas que corresponden a regiones donde habitual-
mente se detectan mutaciones en los exones 5y 7 del gen
p533L. La mezcla de amplificaciéon en un volumen final de 10 pl
contenia: 100-500 ng de ADN, 10 mM de Tris CIH (pH 8.3); 50
mM de CIK; 1 mM de MgCl,; 2.5 mM de cada dNTP (dATP,
dTTP, dGTP); 0.25 mM de dCTP; 10 pmol de cada primer, 1 U
de polimerasa Taq; 1 pCi de *#P-dCTP.

Las muestras fueron desnaturalizadas a 94 °C por 3 minu-
tos y sujetas a 30 ciclos de amplificacion: 94 °C/1 min, 60 °C/
1 min, 72 °C/1 min y finalmente a 72 °C/3 minutos.

SSCP: Se procedié en forma similar a la previamente
descripta para la tipificacion de HPV?°. Las mutaciones
homocigoticas y heterocigoéticas en Ha-ras y p53 fueron deter-
minadas por variaciones en el nimero de bandas y la movili-
dad caracteristica correspondiente a ambos alelos normales?.

Resultados
Tipificacion de HPV por PCR-SSCP

La Fig. 1 muestra la tipificacion de HPV mediante la
técnica PCR-SSCP, observandose un patron de ban-
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Fig. 1.— Tipificacion de HPV en lesiones de cuello uterino mediante PCR-SSCP. ND: control de
ADN no desnaturalizado. Controles positivos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33. A, B, C, D, E:
carcinomas invasores. [0]: Tipo de HPV hallado. C (-): muestra sin ADN (control negativo). Las
muestras A, B, C, D y E son positivas para los tipos 16, 6, 18, 31 y 16 respectivamente.
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das especifico para cada tipo viral incluido como con-
trol.

El HPV fue detectado en el 93% de los carcinomas
invasores, en el 81% de los CIN Il y en el 17% de los
tejidos normales (Tabla 1). Los HPV 16 y 18 fueron
los tipos virales mas frecuentes (44% y 15% respecti-
vamente). En la serie de lesiones analizadas no se
detectaron casos positivos para HPV 11 y sélo se de-
mostraron un caso de HPV 31y 3 del HPV 33. El HPV
6 fue demostrado en dos carcinomas y en los corres-
pondientes tejidos normales adyacentes a la lesion.
El tipo viral no pudo determinarse por esta metodolo-
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gia en 4 casos de carcinoma invasor (13%) y en 8
casos de CIN Ill (22%) debido a que el patréon de mi-
gracién no coincidié con ninguno de los observados
en los controles de HPV ensayados, por lo que se los
considerod positivos pero de tipo viral indeterminado
(no mostrado).

Deteccion de mutaciones en el oncogen Ha-ras y el
gen supresor p53

El analisis por SSCP de los productos de PCR para Ha-
ras, mostré imagenes de bandas compatibles con posi-

TABLA 1.— Tipos de HPV detectados en lesiones malignas y premalignas de cuello uterino
mediante PCR-SSCP

Diagndstico Tipos virales detectados

histolégicos 6 (%) 16 (%) 18 (%) 31(%) 33(%) Tipo(%) Total (%)
No det*

CIN llln=36 - 15 (42) 4 (11) - 2 (6) 8 (22) 29 (81)

CAIN n =30 2 (7) 14 (47) 6 (20) 1 (3 1 (3 4 (13) 28 (93)

Total n = 66 2 (3) 29 (44) 10 (15) 1@ 3 (5) 12 (18) 57 (86)

Tejido normal n = 12 2 (17) - - - - - 2 (17)

* Tipo de HPV no determinado: El patrén de migracién no coincidio con ninguno de los tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31

y 33 corridos como control.

CAIN: carcinoma invasor; CIN Il (displasia severa/carcinoma in situ).
Tejido normal: tomado de areas adyacentes a los CAIN, que resultaron histolégicamente normales.

TABLA 2.— Deteccion de mutaciones en el oncogen Ha-ras y el gen supresor p53

Diagndstico Ha-ras p53 Total

histolégico mutado (%) Mutado (%) Mutaciones (%)
CINIlln=236 7 (199 4 (11) 11 (30)
CAIN n = 30 12 (40%) 5 (17°) 17 (579

Tejido normal n = 12 -

@ Todos positivos para HPV.
b Tres casos HPV negativos.

¢ En tres casos se detectaron ambas alteraciones simultaneamente.
CAIN: carcinoma invasor; CIN Il (displasia severa/carcinoma in situ)
Tejido normal: tomado de areas adyacentes a los CAIN, que resultaron histolégicamente normales.

2 3

ND CN C(-) 1

4 7T 8 ND

Fig. 2.— Deteccion de mutaciones en el gen supresor p53 en lesiones de cuello uterino median-
te PCR-SSCP. ND: control de ADN no desnhaturalizado. CN: ADN control normal. C(-): mues-

tra sin ADN (control negativo). 1, 2, 3, 4,

5, 6, 7 y 8: carcinomas invasores. - 2,5y 6

muestran una banda adicional correspondiente a un probable alelo mutado (heterocigota).
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TABLA 3.— Tipos virales detectados en los casos de mutacion en los genes Ha-ras y p53
Ha-ras p53
Tipos de 16 (%) 18 (%) 31 (%) 33 (%) Neg. (%) Total (%) 16 (%) 18 (%) Negativo (%) Total (%)
HPV
CIN 1l 4 2 - 1 - 7 2 2 - 4
CAIN 9 1 1 1 - 12 2 - 3 5
Total 13 (68) 3 (16) 1 (5) 2 (10) - 19 (100) 4 (44) 2 (22) 3 (33) 9 (100)

CAIN: carcinoma invasor; CIN Il (displasia severa/carcinoma in situ)

bles mutaciones heterocitogas, en el 40% de los
carcinomas y en el 19% de los CIN Ill (Tabla 2).

De los exones 5y 7 de p53 examinados, soélo en el
segundo se obtuvieron imagenes compatibles con mu-
taciones heterocigotas (Fig. 2) en 5 carcinomas invaso-
res (17%) y en 4 CIN Ill (11%) (Tabla 2).

No se detectaron mutaciones para Ha-ras ni para p53
en las 12 biopsias de tejidos normales incluidas en el
estudio.

Tipos de HPV detectados en los casos de
mutaciones de Ha-ras y p53

Todos los casos de mutaciones en Ha-ras fueron posi-
tivos para HPV, resultando el 68% (13/19 casos) posi-
tivo para el tipo 16 y el 16% (3/19) para el tipo 18 (Ta-
bla 3).

El 67% (6/9) de los casos con mutaciones en p53
fueron positivos para HPV; correspondiendo la totalidad
alos HPV 16 y 18 (Tabla 3).

Conclusiones

Los estudios clinicos, epidemioldgicos y virolégicos han
mostrado una asociacion etiolégica entre ciertos tipos
de HPV y la neoplasia anogenital. Datos recientes obte-
nidos por la técnica PCR, aplicada en extendidos
citolégicos cervicales, indican que entre el 15 y 45% de
las mujeres sanas estan infectadas por tipos de HPV de
alto riesgo; sin embargo se estima que sélo cerca del
3% de ellas desarrollaran cancer de cérvix® %, La ubicui-
dad del HPV y el largo periodo de latencia entre la infec-
cién y el desarrollo del cancer; indican que la presencia
viral por si sola no es suficiente para generar la neopla-
sia; otros factores podrian contribuir a la transformacion
maligna, entre ellos en este estudio se han abordado las
alteraciones en el oncogen Ha-ras y el gen supresor
tumoral p53.

En coincidencia con la mayoria de las publicaciones
gue sefalan la presencia del HPV en el 80-100% de los
CAIN?® %, nosotros hemos detectado el ADN viral en el

93% de los CAIN y en el 81% de los CIN I, lograndose
identificar el tipo viral en el 82% de los casos positivos.
En el 18% restante podria corresponder a infecciones
mixtas, variantes u otros tipos virales distintos de los
ensayados. Si bien se incluyeron como control los HPV
mas frecuentes en lesiones severas y malignas, otros
tipos virales podrian estar circulando en nuestra pobla-
cion y sera necesario incluirlos en ensayos futuros. Los
resultados obtenidos confirman la alta frecuencia de los
HPV de los tipos 16 y 18 en tumores y lesiones
precancerosas severas, siendo la infeccion por el tipo
16 la de mayor prevalencia. En 2 carcinomas se detect6
el HPV 6 (bajo riesgo), aunque no se puede descartar
gue la biopsia del carcinoma contuviera parte del tejido
normal, ya que en la muestra del tejido adyacente, tam-
bién se encontré el mismo tipo viral. El hallazgo de HPV
6 en carcinomas no es frecuente aunque ha sido docu-
mentada su deteccion y localizacion del ADN viral en
células malignas, mediante técnicas de hibridacion in
Ssitut2.

Los estudios de transformacién han proporcionado
evidencias valiosas que apoyan el rol central de los HPV
en la etiologia del cancer anogenital; estos estudios han
mostrado que los oncogenes ras cooperan con los HPV
de alto riesgo en la transformacion®- %, La activacion de
oncogenes ras ocurre por mutaciones en codones es-
pecificos de la proteina p21 analizados en este estudio.
El 40% de los carcinomas invasores y el 19% de los CIN
Il analizados mediante PCR-SSCP, mostraron patrones
de migracién compatibles con mutaciones. Todos los
casos de mutaciones en Ha-ras fueron positivos para
HPV. En los tejidos normales adyacentes no se detecta-
ron modificaciones genéticas, indicando que la altera-
cién en las lesiones era somatica. Todas las mutaciones
mostraron un patrén del tipo heterocigota. La presencia
de alelos normales y mutados es dificil de interpretar
debido a que no se puede distinguir mediante la meto-
dologia aplicada si el hallazgo representa una verdade-
ra heterocigosis o si se trata de un tejido neoplasico con
homocigosis para el alelo mutado, contaminado con cé-
lulas normales circundantes. Si fuera un caso de
heterocigosis implicaria que en los tejidos neoplasicos
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podrian co-expresarse los genes normales y los mutados,
aungue como se menciond previamente las mutaciones
en ras tienen caracter dominante.

Las mutaciones en Ha-ras fueron detectadas no sélo
en los CAIN sino en lesiones CIN Ill, aunque la frecuen-
cia de mutaciones en carcinomas fue el doble de la ob-
servada en las lesiones premalignas. La deteccion de
mutaciones en lesiones precancerosas ha sido obser-
vada en otros tipos de canceres, como el de colon®.
Estos resultados sugieren que la activacién mutacional
de ras podria ser un evento temprano en el desarrollo
temporal de esas lesiones y contribuir directamente en
la progresion. Aunque el mecanismo por el cual ras po-
dria conducir a la conversion maligna no esta totalmen-
te dilucidado, el mismo podria involucrar la inducciéon de
la inestabilidad genémica y la subsiguiente acumulacién
de dafios genéticos®. Si bien el nimero de pacientes
incluidos en el estudio es acotado, los datos aportados
sugeririan que la mutacién de Ha-ras junto con la detec-
cién de HPV de alto riesgo podria ser un marcador de
progresion o riesgo de invasion.

La inactivacion de proteinas supresoras como p53 y
pRb por la formacion de complejos estables con
oncoproteinas de HPV es importante en el desarrollo
tumoral, pero ain no han sido identificados en forma
conclusiva los factores genéticos que predispongan a
una mujer infectada al desarrollo del cancer de cuello
uterino. La p53 mutada se la hall6 en una variedad de
tumores, aunque habitualmente en las lesiones iniciales
se detecta la proteina normal. Por otro lado, la degrada-
cién de p53 mediada por E6 es analoga en sus efectos
a una mutacion. Nuestros resultados confirman que la
presencia de HPV y la alteracién en p53 no son eventos
carcinogénicos mutuamente excluyentes. En este estu-
dio el 17% de los carcinomas invasores presentaron al-
teraciones en p53 aunque todas fueron de carécter
heterocigota. En los CIN Il la frecuencia de mutacién
fue levemente menor (11%) aunque dentro del mismo
orden. Los datos publicados hasta el presente muestran
discrepancias en cuanto a la frecuencia de las mutacio-
nes de p53 en neoplasias anogenitales asociadas con
HPV; se han hallado en el 0-33%% de los carcinomas de
pene y en el 3-15% de los de cérvix®®. En nuestro estu-
dio, la mayoria de los casos (67%) estuvieron asociados
con la infeccion por HPV, pero la frecuencia de muta-
cion también fue menor a la observada en otras
neoplasias, por lo que se deduce que estas alteraciones
no serian un factor preponderante pero podrian contri-
buir a la progresion de las lesiones HPV positivas. La
mutacion heterocigota en si misma representa un ries-
go potencial por la susceptibilidad a la pérdida de la fun-
cién del alelo normal por una mutacién subsiguiente, o
por inactivacion via E6, en presencia de infecciones por
HPV de alto riesgo. Algunos estudios han aportado evi-
dencias que sefialan que los tumores cervicales con p53
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mutada podrian tener un comportamiento mas agresivo
que aquéllos sin esta alteracion*® 442 y generalmente se
hallaron en mujeres de mayor edad®. La baja frecuen-
cia de mutaciones indicaria que la inactivacion de p53
normal mediada por HPV probablemente tendria un rol
mas importante en la patogénesis del cancer cervical.

La presencia viral per se podria contribuir en la in-
duccion de la inestabilidad genética; nuestros resulta-
dos confirman la importancia de la infeccion por HPV y
apoyan la hipotesis de un potencial efecto interactivo
entre tipos de alto riesgo y las alteraciones genéticas en
el desarrollo del cancer cervical.
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