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Resumen Los virus papiloma humanos (HPV) estan asociados etiolégicamente con el carcinoma cervical. A fin
de evaluar la infeccién por HPV y su relacién con la elevada frecuencia de esta neoplasia en mujeres
guechuas jujefias, se estudiaron 271 muestras de cérvix provenientes de lesiones preneoplasicas y neoplasicas
(biopsias) y controles normales (citologias). Se realiz6 la deteccion vy tipificacion viral empleando PCR-RFLP o PCR-
hibridacion y se analiz6 la variabilidad de HPV16 en los genes L1 y E6 por PCR-hibridacion. Se detect6 HPV en el
52% de los controles, 91% de lesiones de bajo grado, 97% de alto grado y 100% de carcinomas invasores, corres-
pondiendo el 55% al HPV16. Las variantes de HPV16 fueron predominantemente europeas, en su mayoria no
prototipicas. La alta tasa de infeccion con virus de alto riesgo y la gran proporcién de variantes no prototipicas de
HPV16 asociadas con un mayor potencial oncogénico podrian explicar, en parte, la elevada frecuencia de cancer
cervical en esta poblacion. Los datos obtenidos podrian contribuir al control de la enfermedad y a la formulacién de
vacunas.
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Abstract Human papilloma virus in Quechua women from Jujuy with high frequency of cervical carcinoma.

Viral types and HPV-16 variants. Human Papillomaviruses (HPVs) are etiologically associated to
cervical carcinoma. In order to evaluate HPV infection and its relationship with the high frequency of this neoplasia
in Quechua women from Jujuy (Argentina), 271 cervical samples from preneoplastic and neoplastic lesions (biopsies)
and normal controls (cytologies) were studied. Detection and typing were performed using PCR-RFLP or PCR-
hybridization and the HPV-16 variability in L1 and E6 genes (by PCR-hybridization) was analysed. HPV was detected
in 52% of controls, 91% of low-grade lesions, 97% of high-grade lesions and 100% of invasive carcinomas,
corresponding 55% to HPV-16. HPV-16 European variants were predominant, most of them being non-prototypic
strains. The high frequency of high risk infection types and the raised proportion of HPV-16 non-prototypic variants
related to a greater oncogenic potential could explain, in part, the high cervical cancer frequency of this native
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population. These data may contribute to disease control and vaccinal formulation.

Key words: cervical carcinoma, human papillomavirus, Quechuas, HPV- 16 variants

El gran interés por los virus papiloma humanos (HPV)
surgié a través del conocimiento de su potencial
oncogeénico y su asociacion con tumores humanos, en
especial, con el cancer de cérvix-®.

Este virus epiteliotropo posee un genoma a ADN, con
tres regiones: la de control (LCR), la temprana (E) y la
tardia (L). LCR contiene secuencias promotoras y
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represoras de la expresion y replicacion viral. La regiéon
E codifica las proteinas involucradas en la transcripcion,
la replicacion del ADN vy la proliferacion celular, incluyen-
do las oncoproteinas E6 y E7. La region L comprende
los genes L1 y L2 que codifican las proteinas estructu-
rales®. Se clasifican en mas de 85 tipos virales sobre la
base de la homologia del ADN; casi la mitad se detectan
en el tracto anogenital. Se dividen en tipos de bajo ries-
go (HPV 6, 11 y 42), cominmente encontrados en lesio-
nes benignas y tipos de alto riesgo (principalmente HPV
16, 18, 31, 33 y 45) asociados etiolégicamente con le-
siones preneopléasicas y carcinomas’. La Organizacion
Mundial de la Salud a través de la Agencia Internacional
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de Investigacion sobre Céncer (IARC, Lyon, Francia) ha
reconocido que existen evidencias epidemioldgicas y
experimentales suficientes para considerar que los HPV
de alto riesgo, en particular los tipos 16 y 18 son
carcinogénicos en humanos?.

En los altimos afios se han descripto variantes
intratipicas que poseen una divergencia no superior al
5%2. Los estudios de variabilidad genética se iniciaron
con HPV16 por ser el tipo viral més frecuente a nivel
mundial®®. Se compararon las secuencias nucleotidicas
de un fragmento de 364 pb de LCR provenientes de ais-
lamientos de distintos continentes, con el virus referencial
0 prototipo (primer HPV16 secuenciado)®. El arbol
filogenético revel6 cinco ramas: africanas (Af-1 y Af-2),
asiatico-americana (AA), europea (E) y asiatica (As); el
virus prototipo quedé incluido dentro de la rama E® 2.

Las implicancias patogénicas de la variabilidad
intratipica no han sido aun esclarecidas®®. El estudio de
las regiones L1y E6 ha despertado interés ya que dife-
rencias en su secuencia nucleotidica podrian vincularse
con cambios en la respuesta inmune del hospedador y
en el potencial oncogénico, respectivamente®?- 16,

El cancer de cuello uterino es la segunda causa de
muerte por cancer en mujeres de los paises industria-
lizados y la primera en algunos paises o regiones en
vias de desarrollo, registrandose en el mundo cientos
de muertes diarias por esta enfermedad® * " 18, En Ar-
gentina, esta neoplasia ocupa el segundo lugar después
del cdncer de mama??; sin embargo, en provincias como
Jujuy, el cancer cervical es la neoplasia mas comudn en
las mujeres quechuas de la Quebrada y la Puna (Dr.
Jorge Gronda, comunicacion personal).

El objetivo de este trabajo fue examinar el rol del HPV
no solo desde la diversidad de tipos virales, sino tam-
bién considerar la posible existencia de variantes de HPV
16 caracteristicas y/o predominantes que pudieran cons-
tituir un factor de riesgo asociado con la alta incidencia
de céncer de cérvix en mujeres quechuas de la Puna y
Quebrada jujefias.

Materiales y métodos
Pacientes

Se incluyeron 271 mujeres quechuas, de las cuales 99 presen-
taban lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL),
40 lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL), 22
canceres invasores de cérvix (CAIN) y 110 eran controles con
citologia normal. Todas ellas procedian de las regiones de la
Punay Quebrada de Humahuaca, Provincia de Jujuy (Argenti-
na). El primer contacto con las pacientes estuvo a cargo de mu-
jeres de la misma comunidad, pertenecientes a la Asociacion
Warmi Sayajzunqgo (Mujeres Perseverantes), quienes fueron
previamente capacitadas como agentes sanitarios, salvando asi
las barreras culturales. Todas las pacientes dieron el consen-
timiento para su inclusién en este estudio.
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Estudios clinicos

Las mujeres fueron citadas para el examen clinico-ginecolégico
en el lugar que por su proximidad era méas accesible a la ma-
yor cantidad de pobladoras, dentro de su habitat natural (zona
rural). Con este fin se adaptaron como consultorios ginecol6-
gicos, aulas de escuela, albergues, puestos sanitarios, etc; este
examen incluyé una colposcopia y la toma de células cervica-
les. El diagnostico citolgico se efectué mediante la coloracion
de Papanicolaou (Pap)?, aplicando el sistema de clasificacién
Bethesda?'. Cuando se detectaban imagenes colposcépicas
sospechosas se efectuaba una biopsia para el examen
histolégico. Debido a las precarias condiciones de infraestruc-
tura en las que se realizé el examen médico, y a las limitacio-
nes en la comunicacién esperables por las diferencias cultura-
les, no fue posible confeccionar una ficha epidemiolégica con-
vencional, registrandose s6lo datos minimos de la paciente,
tales como nombre, edad, nimero de embarazos y de hijos y
si se habia realizado algun Pap previo.

Estudios virolégicos

Para los estudios virol6gicos, se tomd una Unica muestra por
paciente, durante la primera entrevista. Las muestras de célu-
las descamadas de cérvix fueron recogidas en buffer fosfato
salino (PBS) estéril, pH 7.4 y conservadas a 5-10 °C hasta su
envio al laboratorio, dentro de las 72 horas de recogidas. En
el caso de las biopsias de lesiones se remitieron los tacos con
el tejido fijado e incluido en parafina.

Extraccion y purificacion de acidos nucleicos: Las células
cérvico-vaginales fueron centrifugadas y lavadas con PBS. El
ADN fue extraido y purificado segun fue previamente
descripto®. Brevemente, las células fueron sometidas a diges-
tién con proteinasa K y extraccion con fenol-cloroformo. Final-
mente, el ADN fue precipitado con etanol absoluto,
resuspendido en 50 pl de buffer TE estéril (Tris CIH 10 2 M,
EDTA 10° M, pH 8) y congelado a —20°C hasta su procesa-
miento. En los cortes histol6gicos de las biopsias, el ADN fue
extraido y purificado en forma similar a lo descripto para las
células, excepto que el tejido fue previamente desparafinado
por tratamiento con n-octano y posteriores lavados con etanol
absoluto y etanol 70%323.

Control de calidad de los ADN templado: La integridad del
ADN obtenido fue verificada mediante la amplificacion por PCR
de un fragmento de 268 pares de bases (pb) del gen de la
B-globina humana, empleando los cebadores GH20 y PCO4%.

Deteccidn vy tipificacion de HPV: en primera instancia, se
realizé la amplificacion por PCR genérica usando los cebadores
consenso MY9,11 que amplifican un fragmento de 450 pb del
gen L1%; la tipificacién se efectud por restriccién enzimatica
(RFLP) de los amplicones obtenidos empleando las endonu-
cleasas BamHlI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal y Sau3al en for-
ma separada?®. Cuando esta PCR resulté negativa o mostro
productos inespecificos que impedian su posterior tipificacion
por RFLP, las muestras fueron amplificadas usando los
cebadores genéricos Gp 5+, 6+ que producen un fragmento de
140 pb dentro de la misma regi6n?’; en este caso, la tipificacién
posterior se realizé por hibridacién en dot blot con oligosondas
de los tipos 6, 11, 16, 18, 31 y 33, marcadas con biotina y la
deteccion de los hibridos se llevé a cabo por quimiolumi-
niscencia.

Andlisis de la variabilidad genética de HPV16: En las mues-
tras que resultaron positivas para HPV16, se realiz6 el anali-
sis de variabilidad genética en fragmentos correspondientes a
las regiones E6 y L1. La identificacion y clasificacion de va-
riantes se realizé aplicando un método que permite detectar
variantes ya descriptas en las regiones L1 y E6, por PCR e
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hibridacién en 6 y 13 posiciones nucleotidicas, respectivamen-
te?. Brevemente, el producto amplificado por PCR anidada
(fragmento de 422 pb para L1y 584 pb para E6) fue hibridado
en dot blot usando oligosondas biotiniladas variante-especifi-
cas; el revelado de los hibridos se realizé por quimiolumi-
niscencia. Los datos de los nucleétidos obtenidos en cada po-
sicion, se compararon con el patron referencial, permitiendo la
identificacion de variantes y su ubicacion filogenética.

Resultados
Pacientes

Las mujeres tenian edades comprendidas entre 14y 64
afios (media: 35 afios); el 57% de las pacientes tenia
mas de 30 afios. El promedio de gestacién fue de 7
embarazos y el de paridad de 6 hijos. El indice de abor-
tos fue de 0.6% y el de hijos muertos en edad perinatal
de 4.5%. El 85% de las mujeres se efectuaba un exa-
men ginecoldgico por primera vez en el momento de la
toma para este estudio.

Deteccion y tipificacion de HPV

De las 271 muestras cervicales procesadas, se pudo
amplificar el gen de la B-globina humana en 254 de ellas
(94%), correspondiendo a 95 LSIL, 35 HSIL, 16 CAIN y
108 controles normales (muestras aptas para PCR). El
HPV fue detectado en el 91% de las lesiones LSIL, 97%
de las HSIL, 100% de los CAIN y 52% de los controles
normales (Tabla 1).

Las Figs. 1 y 2 muestran la tipificaciéon de HPV por
PCR - RFLP y PCR- hibridacién en dot blot, respectiva-
mente. El HPV16 fue el tipo méas frecuente, alcanzando
el 55% (106/193) del total de casos positivos, incluyendo
aquéllos en los que estaba coinfectando con otros tipos.
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Los virus de bajo riesgo s6lo fueron detectados en mues-
tras de controles normales y LSIL, siendo el mas frecuen-
te el HPV11 (Tabla 1). En el 13% (26/193) de las mues-
tras positivas no pudo determinarse el tipo viral, ya que
no hibridaron con ninguna de las sondas ensayadas. Den-
tro de los casos positivos, hubo un total de 27% (53/193)
de infecciones mdiltiples con virus de alto y bajo riesgo.

Analisis de la variabilidad genética de HPV16

En las 106 muestras positivas para HPV16, se realiz6 el
andlisis de variabilidad genética en los fragmentos de
E6 y L1. El analisis de E6 sélo pudo realizarse en 47
muestras de las 106 procesadas (Fig. 3A). El analisis de
trece posiciones de este gen mostré un 83% de virus
europeos (39/47); entre ellos se identificaron 20 casos
de variante 350G (G en lugar de T en el nucleétido 350)
(Fig. 3B), 2 casos de multivariante C109G (C en lugar
de T en el nt. 109 y también G en lugar de T en el nt.
350) y 3 casos de multivariante G131G (G en lugar de A
en el nt. 131 y también G en lugar de T en el nt. 350).
Los virus no europeos (8/47) correspondieron a 6 va-
riantes AA, 1 NA-1 y 1 As (Fig. 4A). En total, en esta
region se detectd un 70% de virus no prototipicos (33/
47), correspondiendo el 94% (31/33) a muestras prove-
nientes de lesiones, el 48% de ellas (15/31) eran casos
severos (HSIL y CAIN) (Tabla 2).

Para el analisis de L1, en las 106 muestras amplifica-
das se obtuvo el fragmento del tamafio esperado (422
pb) (Fig. 5A). La Fig. 5B muestra los resultados de la
hibridacion en dot blot con las oligosondas 6695A/C. A
través de las seis posiciones nucleotidicas analizadas
se observd un amplio predominio de las variantes euro-
peas (90%) (Fig. 4B).

TABLA 1.— Deteccion y tipificacion de HPV en muestras de cuello uterino. La tabla retne los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de las técnicas PCR-RFLP y PCR-hibridacion en dot blot.

Diagndstico n Tipos de Tipos de Coinfeccion Tipo no Positividad
Citohistologico bajo riesgo alto riesgo tipos de altoy Determinado* Total
bajo riesgo n (%) n (%)
6 11 70 16 18 31 33 45 n (%)

Normal 108 (100%) 3 9 -16 1 - - 19 (18) 7 (6) 56 (52)
LSIL 95 (100%) 12 15 1 17 6 1 21 (22) 14 (15) 87 (91)
HSIL 35 (100%) - - -16 3 1 1 11 (31) 0 (0) 34 (97)
CAIN 16 (100%) 6 1 1 1 2 (13) 3(19) 16 (100)
Total 254 (100%) 1524 1 55 11 5 3 2 53 (21) 26 (10) 193 (76)

* Muestras HPV positivas cuyo tipo viral no pudo ser determinado debido a que no hibridaron con ninguna de las sondas

ensayadas.

LSIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado; HSIL: lesion intraepitelial escamosa de alto grado; CAIN: carcinoma invasor.
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Fig. 1.— Deteccion y tipificacion de HPV por PCR-RFLP: A. PCR genérica: los ADN extraidos y purificados a partir de las mues-
tras de cérvix, fueron amplificados con los cebadores MY 9,11 y luego evaluados mediante electroforesis en agarosa al 2%
(80V, 1 hora). Calles: 1-3: muestras positivas; 4: control positivo (ADN células CaSki); 5: control negativo. M: marcador de
peso molecular (escalera de a 100 pb). Tamafio del fragmento amplificado: 450 pb. B. Tipificacion por RFLP: alicuotas de
los productos amplificados fueron digeridas en forma separada con 7 enzimas de restriccion y sometidas a electroforesis en
gel de agarosa al 3% (80V., 3 horas). El gel fue tefliido con bromuro de etidio y analizado por transiluminacién ultravioleta.
Calles: 1-7 productos de restriccion con las enzimas BamH [, Dde |, Hae Ill, Hinf I, Pst |, Rsa | y Sau3A | respectivamente;
8: producto sin cortar (450 pb). M: marcador de peso molecular (escalera de a 100 pb). Las llaves indican el tipo viral iden-
tificado en base al patrén de restriccion obtenido para cada muestra.

Comparacion de los resultados obtenidos por el
analisis simultaneo de distintas regiones gendémicas
en una misma muestra

Del total de 106 muestras HPV 16 positivas, hubo 47
gue pudieron ser analizadas simultaneamente en las
regiones L1 y E6. La Tabla 3 muestra en forma compa-
rativa los cambios nucleotidicos hallados en cada caso;
puede observarse la plena coincidencia en la clasifica-
cion de la rama filogenética obtenida para una determi-
nada muestra, mediante el andlisis de ambas regiones
separadamente. En las 55 muestras restantes, solo fue
posible analizar la region L1.

En ninguna de las tres regiones estudiadas se detec-
taron coinfecciones con distintas variantes.

Discusioén

La fuerte y consistente relacion etiolégica demostrada
entre determinados tipos de HPV y el cancer anogenital
impuls6 el desarrollo de diversas técnicas moleculares
de tipificacién, que incluyen hibridaciones (en membra-
na o in situ), con y sin previa amplificacién génica por
PCR?® 15, En este estudio, aplicando PCR-RFLP y PCR-
dot blot en forma complementaria, fue posible detectar
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Fig. 2.— Deteccion y tipificacion de HPV por PCR-hibridacion en dot blot. A. PCR genérica: los ADN extraidos y purificados a
partir de las muestras de cérvix fueron amplificados con los cebadores Gp 5+, 6+ y luego evaluados mediante electroforesis
en agarosa al 2% (80 V, 30 minutos). Calles: 3-6 muestras positivas; calles 1 y 2: muestras negativas; 7: control negativo y
8: control positivo. M: marcador de peso molecular (escalera de a 100 pb). Tamafio del fragmento amplificado: 140 pb. B.
Tipificacion por hibridaciéon en dot blot. alicuotas de los productos amplificados fueron desnaturalizadas y aplicadas por
sextuplicado sobre membranas de nylon. Las membranas fueron hibridadas con cada una de las seis oligosondas biotiniladas
segun se indica en la figura y reveladas por quimioluminiscencia. Filas A muestra positiva para HPV 16 y 18; B: positiva para
HPV 6; C: positiva para HPV 16; D: positiva para HPV 33; E: positiva para HPV 6 y 11; F: positiva para HPV 16 y 18; G:
positiva para HPV 31 y H1, 3, 5, 7, 9 y 11: controles positivos para las respectivas sondas; H2, 4, 6, 8, 10 y 12: controles
negativos.

HPV en el 76% de las muestras analizadas. Los tipos en las lesiones preneoplasicas severas y canceres. Se
virales hallados en estas indigenas y su distribucion co- confirmé que a medida que aumenta el grado de severi-
inciden, en rasgos generales, con los datos informados dad de la lesion, se incrementa el porcentaje de los HPV
en el principal estudio internacional® que sefiala a los de alto riesgo en detrimento de los de bajo riesgo, que
tipos 16, 18, 31, 33 y 45 como los virus mas frecuentes desaparecen.
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Fig. 3.— Andlisis de variabilidad en el gen E6. A. PCR anidada: electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados.
Calles: 3, 4, 7, 14, 16 y 17: muestras que rindieron el fragmento esperado (584 pb); 1, 2, 5, 8-12, 13, 15y 18: muestras no
amplificables; 6 y 20: controles negativos; 19: control positivo. M: marcador de peso molecular (escalera de a 100 pb). B.
Hibridacion en dot blot. pareja de peliculas expuestas a las membranas hibridadas con las oligosondas que permiten discri-
minar la presencia de T o G en la posicién nucleotidica 350 del gen E6. Filas A,B,C y D1-6: muestras; D7: control europea
(prototipo), D8: control africana-1, D9: control africana-2, D10: control norteamericana-1, D11: control asiatico-americana, D12:
control positivo de quimioluminiscencia.

TABLA 2.— Variantes de HPV16 en la region E6 detectadas en las lesiones de cérvix de distinta

severidad.
Diagnéstico E-P350T E-350G E-C109G E-G131G NA-1 AA As
Citohistolégico
Normal 5 2 - - - - -
n=7
LSIL 6 10 1 2 - 2 1
n= 22
HSIL 2 4 1 1 1 4 -
n=13
CAIN 1 4 - - - - -
n=>5
Total 14 (30%) 20 (43%) 2 (4%) 3 (6%) 1 (2%) 6 (13%) 1 (2%)

n= 47 (100%)

LSIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado; HSIL: lesion intraepitelial escamosa de alto grado; CAIN:
carcinoma invasor.
E: europea (P: prototipo); AA: asidtico- americana; NA-1: norteamericana- 1; As: asiatica.
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Fig. 4.- Distribucion de variantes de HPV16.

El 13% de las muestras positivas cuyo tipo viral que-
do6 indeterminado podria corresponder a HPV conoci-
dos, pero distintos a los ensayados; también podria tra-
tarse de virus aun no identificados. No se pudieron rea-
lizar estudios adicionales debido al escaso volumen de
las muestras.

Detectamos un 27% de mujeres con coinfecciones
de virus de alto y bajo riesgo. Las infecciones multiples
son consideradas un factor de riesgo para el desarrollo
de lesiones preneoplasicas cervicales®- . El HPV16 fue
el tipo de alto riesgo méas frecuentemente hallado, aun
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en coinfecciones, lo cual coincide con otros estudios® *
8. Los tipos de bajo riesgo que se detectaron en HSIL y
CAIN siempre estaban coinfectando con un tipo de alto
riesgo, corroborando su bajo potencial oncogénico. Por
otro lado, ha sido observado que mujeres mayores de
30 afios, que han adquirido una infeccién multiple en la
que participa al menos un virus de alto riesgo, tendrian
mayor probabilidad de desarrollar una infeccion persis-
tente3* 36, Las coinfecciones podrian ser el resultado de
una inmunidad deprimida que no resuelve las infeccio-
nes, superponiéndolas. En las pacientes estudiadas,
estas coinfecciones, ademas, podrian estar asociadas
con malnutriciéon y hébitos sexuales, incluyendo el alto
numero de parejas, el inicio temprano de las relaciones
sexualesy la falta de educacion sexual. Las coinfecciones
demostradas en la poblacion estudiada podrian aumen-
tar el riesgo de persistencia viral y progresion maligna
de las lesiones.

La alta prevalencia de HPV detectada en mujeres
citolégicamente normales (52%) estaria indicando una
elevada circulacién del virus en esta poblacién, corres-
pondiendo mas de la mitad de los casos (66%) a infec-
ciones con al menos un tipo de alto riesgo. Es probable
gue muchas de estas infecciones, especialmente en las
mas jovenes, sean transitorias y se resuelvan en forma
esponténea sin consecuencias oncopatogénicas. Dado
gue mas de la mitad de estas mujeres (57%) tenia por
encima de 30 afios, es probable que algunas de estas
infecciones puedan ser persistentes. La persistencia viral
ha sido estimada en un 5-10% en mujeres mayores de
30-35 afios® 37-3° asociada a virus preferentemente de
alto riesgo. En estudios prospectivos realizados sobre
mujeres con citologia cervical normal, se demostrd que
aquéllas que presentaban HPV 16 o 18 tenian 10 o0 més
veces mayor riesgo de progresar a carcinoma in situ en
los proximos dos afios de seguimiento® “°. En la pobla-
cién estudiada, la alta frecuencia de la infeccién consti-
tuiria un factor de riesgo de cancer de cérvix.

El analisis de la variabilidad genética de HPV16 se
realizé en las regiones gendmicas E6 y L1 a partir de
aislamientos obtenidos en muestras de cuello uterino.

En la regién E6, hemos observado un marcado pre-
dominio de virus europeos (83%) y dentro de ellos la
variante 350G fue la mas frecuente. Esta variante es
también conocida como L83V, en referencia al corres-
pondiente cambio de aminoacido nimero 83, leucina por
valina® 28, En la oncoproteina E6 prototipica, esta susti-
tucion afectaria la presentacion antigénica y la inmuno-
genicidad. Estudios in vitro han sugerido que esta muta-
cibn aumentaria la capacidad transformante del virus*.
La deteccion de la variante 350G ha sido asociada con
la persistencia viral y la progresién a carcinoma por lo
que se la consideraria un factor de riesgo de cancer®,
aunque el tema genera aln controversias®.
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Fig. 5.— Andlisis de variabilidad en el gen L1. A. PCR anidada: electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados.
Calles 1-9 y 11-15: muestras que generaron el fragmento esperado (422 pb); 10 y 16: controles negativos; 17: control posi-
tivo. M: marcador de peso molecular (escalera de a 100 pb). B. Hibridacion en dot blot: pareja de peliculas expuestas a las
membranas hibridadas con las oligosondas que permiten diferenciar la presencia de A o C en la posicion nucleotidica 6695
del gen L1. Filas A-G: muestras. Fila H: controles de variantes; 1: europea; 2: africana-1; 3: africana-2; 4: norteamericana-1,
5: asiatico-americana y 12: control de quimioluminiscencia. Las lineas cruzadas indican ausencia de muestras.

TABLA 3.— Variaciones de la secuencia nucleotidica halladas en las muestras
analizadas en los genes L1 y E6

L1 E6

6 6 6 6 6 6

6 7 8 88 91 1 1 11111 2 3 3 45

9 2 056 9 0 3 3 4 47 8 8 8 3 5 0 3 VARIANTE
n 51 3 4 2 4 9 1 2 3 5 8 3 6 9 5 0 3 2 (Clase/Subclase)

AGACTGTAGTCGTTTATCT A A Prototipo
14 - - - - - - . . - o - - - - - - - - - E-P350T
20 - - - - - - - - - - - - - - - - G - - E-350G
2 - - - - - - Cc - - - - - - - - - G - - E-C109
3 - - - - c- -G - - - - - - - - G - - EG131G
1 CA-T-A- - -« - T=--AGTG - - NAL
6 CATT -A - - - - T - - AGTG -G AA
1 - - - - - - - - - - .G - - - -« - - - As

E: europea (P: prototipo); AA: asidtico- americana; NA-1: norteamericana- 1; As: asiatica.
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Otra de las variantes en E6, la G131, fue identificada
en el 6% de las muestras analizadas. La sustitucion en
el nucle6tido 131 se corresponde con el cambio de
amino&cido nimero 10, arginina por glicina, por lo cual
es también conocida como R10G. Fue originalmente
hallada en un carcinoma de cérvix y se la ha asociado
con lesiones severas, de mal prondstico; se ha plantea-
do que esta variante presentaria una mayor capacidad
de evasion del sistema inmune, vinculada con la pre-
sencia de determinados haplotipos del sistema HLA%.

En el 4% de las muestras analizadas se identificd la
variante C109 cuyo coddén no genera un cambio
aminoacidico (cod6n sindnimo). Tanto en los casos de
la variante G131 como en C109, también se encontraba
presente la mutacién 350G, lo cual define a dos
multivariantes: G131Gy C109G. Debido a la metodolo-
gia empleada, no puede descartarse que se trate de
una coinfeccion con dos variantes, aunque este hallaz-
go es poco frecuente. Las multivariantes encontradas
han sido descriptas en otros estudios de carcinomas de
cérvix y lesiones precursoras® 28,
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En este estudio, el 64% de los virus europeos identi-
ficados presentd la mutacion 350G (incluyendo los 5
casos de multivariantes con cambios adicionales en 109
y 131). Nuestro andlisis en E6 mostr6 un franco predo-
minio (70%) de virus no prototipicos (E, incluyendo la
variante 350G; AA; NA-1 y As), detectandose la mayo-
ria de ellos (94%) en muestras provenientes de lesiones
(no eran controles normales) y casi la mitad de ellos en
lesiones de alto grado. Diversas publicaciones apoyan
una mayor asociacion de los virus no prototipicos con el
desarrollo de lesiones severas y canceres cervicales*
6, resultados similares fueron hallados en carcinomas
anales en donde las variantes no prototipicas fueron 3
veces mas prevalentes que el HPV 16 prototipo*’. Si bien
este estudio no es prospectivo e incluye un ndmero limi-
tado de muestras, la elevada proporcion de variantes de
E6 podria estar asociada con la alta frecuencia de can-
cer de cuello uterino observada en la poblacion quechua
considerada.

A fin de establecer la procedencia de los HPV 16 cir-
culantes, se analizaron seis posiciones nucleotidicas del

Fig. 6.— Evolucion y distribucion de las variantes de HPV16 en el mundo: las flechas negras sefialan la dispersion de variantes
de HPV16 en tiempos prehistéricos, estimada mediante el andlisis filogenético de LCR®- %2, Las flechas mas gruesas repre-
sentan los cambios mutacionales que habrian dado lugar a las cinco principales ramas de divergencia intratipica (E: euro-
pea, AA: asiatico-americana, As: asiatica, Af 1-2: africanas 1y 2). La flecha gris punteada indica el probable origen de las
variantes europeas predominantes en las mujeres quechuas estudiadas, que habrian ingresado a través de la colonizacién

espafiola.
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gen L1 que permiten distinguir cepas pertenecientes a
las cuatro principales clases o ramas filogenéticas: E,
AA, Af-1, Af-2. La mayoria de las variantes fueron iden-
tificadas como europeas; sin embargo la estrategia
metodoldgica usada no permitié discriminar cambios res-
pecto del virus prototipo, por lo que se desconoce si hubo
modificaciones en otras posiciones que pudiesen haber
generado variantes. Las distintas variantes de HPV 16
presentarian sero-reactividad cruzada®, aunque no hay
suficientes estudios que lo confirmen. Dado que los
epitopes de las proteinas de la capside inducen
anticuerpos neutralizantes, la variabilidad genética de L1
podria modificar la respuesta inmune. Una cuestion im-
portante serd demostrar cambios de secuencia que pue-
dan implicar la alteracion de propiedades funcionales o
antigénicas de proteinas virales especificas, que permi-
tan discriminar variantes con distinto potencial infeccio-
s0, asi como en la definicién de los epitopes relevantes
para el disefio de vacunas®.

Considerando el origen de HPV16 en Africa, las va-
riantes europeas podrian haber evolucionado a partir de
los humanos infectados con HPV16, dispersados fuera
de Africa (Fig. 6). Es probable que las cepas europeas
se hayan generado fuera de Africa hace mucho tiempo,
ya que la variante G-1 (mutada en el nt. 7521) fue apa-
rentemente el genoma ancestral de la rama As, la cual
podria haber demorado cerca de 50000 afios en evolu-
cionarst %2, Los virus AA se distribuyen en amerindios y
en una minoria de asiaticos. Ho y col. han especulado
gue las variantes AA en América estarian asociadas a
etnias nativas, cuyos ancestros habrian llegado desde
Asia cruzando el Estrecho de Bhering, probablemente
24000 afios atras® % %% (Fig. 6). La baja prevalencia de
las variantes AA hallada en este estudio haria suponer
gue hubo una diseminacion limitada de la infeccién por
HPV en los quechuas durante la época prehispéanica; la
fuerte irrupcién del virus durante la colonizacion espa-
fiola con el ingreso de variantes especificas de HPV16,
explicaria el predominio actual de las cepas europeas
en esta comunidad nativa americana.

La Organizacion Mundial de la Salud ha recomenda-
do profundizar y ampliar los estudios de prevalencia de
los diferentes tipos de HPV, especialmente en poblacio-
nes con alto riesgo de cancer cervical (paises o regio-
nes en desarrollo) a fin de contribuir en la definicion de
una futura férmula vacunal®* %. Este estudio aporta los
primeros datos sobre la diversidad de tipos de HPV y
variantes de HPV16 en muestras de cérvix de una po-
blacién aborigen del noroeste argentino. Los tipos virales
hallados coinciden, en general, con los virus mas
prevalentes a nivel mundial, por lo que, en principio, una
vacuna polivalente que estuviera basada en estos virus
seria efectiva en la comunidad quechua. La alta frecuen-
cia de variantes de HPV16 demostrada constituye, sin
embargo, un llamado de atencion ya que su significado
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patogénico y sus posibles efectos sobre la respuesta
inmune no estan aun claramente dilucidados.

Este trabajo proporciona evidencias acerca de facto-
res virales que podrian explicar la alta frecuencia de can-
cer de cérvix en las quechuas; entre ellos, la alta tasa de
infeccion con virus de alto riesgo y coinfecciones, ade-
mas de una elevada proporcion de variantes de HPV16
circulantes asociadas con un mayor potencial oncogé-
nico. Por otro lado, debe considerarse la influencia en
esta neoplasia, de otros factores ya conocidos como el
bajo nivel econdémico-educacional y la falta de acceso a
los sistemas de salud que harian a estas mujeres mas
vulnerables. El estudio ademas de ser un aporte a la
epidemiologia molecular del HPV en Argentina, ha pro-
movido el interés de la comunidad quechua local, que
se ha traducido en la implementacion de controles
ginecologicos periédicos que esperamos puedan ser
sostenidos en el tiempo.
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