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Resumen Los virus Papiloma humano (HPV), en particular los tipos 16 y 18, son considerados carcindgenos
humanos, habiéndose demostrado una asociacion etiologica entre la infeccién con estos virus y el
desarrollo del cancer de cuello uterino. El rol viral en el carcinoma escamoso ha sido ampliamente estudiado aun-
que la informacion disponible en relacion al adenocarcinoma es mucho menor, en parte debido a su baja frecuen-
cia. En este trabajo investigamos la presencia de tipos y variantes intratipicas de HPV en adenocarcinomas de
cérvix. Se incluyeron 23 biopsias de archivo, fijadas y embebidas en parafina. La deteccion y tipificacion viral se
llevo a cabo mediante PCR genérica y posterior andlisis de polimorfismos conformacionales de cadena simple
(SSCP). La variabilidad genética se investigoé en un fragmento de 450 pb del gen L1, mediante la secuenciacion
directa post-PCR. Se detectaron 11 muestras positivas para HPV 16 (9 prototipos y 2 variantes: 1 europeay 1
asiatica-americana), 10 para HPV 18 (9 prototipos y 1 variante europea), 1 para HPV 31y 1 negativa. Se confirmo
la asociacién de HPV de alto riesgo con esta neoplasia, con una alta prevalencia (43%) de HPV 18 pero sin un
predominio sobre los demas tipos virales, como fue publicado previamente. La variabilidad demostrada en epitopes
de la proteina L1 originaron cambios aminoacidicos que podrian tener implicancias en la repuesta inmune y por lo
tanto ser considerados en el disefio de vacunas.

Abstract Molecular variants of human papillomavirus (HPV) types 16 and 18 in adenocarcinomas of the
cervix. Human Papillomavirus (HPV), particularly types 16 and 18, are considered human carcinogens
since an etiological association has been demonstrated between these viruses and the development of cervical
cancer. While the viral role in squamous carcinoma has been largely studied, the information available on
adenocarcinoma is scarce, partly because of its lower frequency. In this paper we investigated the presence of
HPV types and intratype variants in adenocarcinomas of the cervix. A total of 23 archive samples, fixed and paraffin
embedded biopsies, were included. The detection and viral typing was performed by generic PCR and subsequent
single stranded conformational polymorphism analysis (SSCP). Genetic variability was investigated in a 450 bp-
fragment corresponding to L1 gene by post-PCR direct sequencing. We detected 11 HPV 16 positive samples
(9 prototypes and 2 variants: 1 European and 1 Asiatic-American), 10 HPV 18 (9 prototypes and 1 European variant),
1 HPV 31 and 1 negative. The high risk HPV association with this neoplasia was confirmed with a high prevalence
(43%) of HPV 18, (but) without predominance over the other types as previously published. The demonstrated
variability in L1 protein epitopes originated aminoacidic changes which could have implications on the immune
response and therefore should be considered in a vaccine design.
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Numerosas evidencias apoyan el rol etiolégico de los
virus Papiloma humanos (HPV) en el desarrollo del can-
cer de cuello uterino y sus lesiones precursoras® %3, Esta
patologia representa el segundo cancer mas comun en
mujeres en todo el mundo y su incidencia varia entre 10
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por 100000 al afio en paises industrializados a mas de
40 por 100 000 en paises en desarrollo.

En los ultimos veinte afios se han identificado alrede-
dor de 85 tipos virales, de los cuales cerca de 40 infectan
el tracto anogenital. Estos virus pueden ser subdivididos
en dos grupos' 2. de bajo riesgo (preferentemente HPV 6,
11 y 42), comunmente encontrados en condilomas
acuminados y lesiones preneoplasicas de bajo grado de
severidad con minimo riesgo de progresion maligna, y los
de alto riesgo (principalmente los tipos 16, 18, 31, 33 y
45) los cuales, bajo la forma de infeccion persistente, pue-
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den conducir al carcinoma invasor. Actualmente existen
evidencias suficientes para considerar que estos Ultimos
tipos virales, en particular los HPV 16 y 18 son
carcinogénicos en humanos? # 5. Esta evaluacion esta
sustentada, entre otros, en hallazgos experimentales que
indican que proteinas de estos virus interfieren con fun-
ciones regulatorias del ciclo celular® .

El criterio de clasificacion de los HPV se basa en la
secuencia nucleotidica del gen viral L1 que codifica para
la proteina principal de la capside* y es una region alta-
mente conservada; asi, se establece un nuevo tipo viral
cuando éste difiere en mas de un 10% con la L1 de los
tipos conocidos; un subtipo si esta divergencia oscila
entre 2 'y 10% y una variante intratipica cuando la diver-
gencia es menor al 2%. Los primeros trabajos de varia-
bilidad genética se iniciaron con HPV 16, por ser el virus
de alto riesgo mas prevalente en cancer de cérvix, a
nivel mundial. Estos estudios se basaron en la compa-
racion de las secuencias nucleotidicas de distintos ais-
lamientos con el virus clon referencial o prototipo, que
fue el primer HPV 16 descripto. Ho y col.® definieron el
primer arbol filogenético basado en un fragmento de la
region larga de control (LCR), a partir de aislamientos
de HPV 16 realizados en los distintos continentes. Este
arbol reveld cinco ramas: africanas (Af-1 y Af-2), asiati-
ca-americana (AA), europea (E) y asiética (As), quedando
el clon referencial dentro de la rama E. Estudios simila-
res de variabilidad fueron realizados para HPV 18°. El
analisis filogenético mostro tres ramas: europea (E), afri-
cana (Af) y Asiatica (As), la cual incluia al clon referencial.
Posteriormente se analizaron otros genes virales, tales
como L1y L2y los oncogenes virales E6 y E7. Las dife-
rencias de la secuencia nucleotidica en estos genes
podrian vincularse con cambios en la respuesta inmune
del hospedador y en el potencial oncogénico, respecti-
vamentel® 1 12 Se observd una fuerte covariacion
intergenética, por lo que las diferencias nucleotidicas
halladas en una regién gendémica pueden usarse para
distinguir los distintos linajes de HPV.

Las lesiones preneopléasicas y neoplasicas del cuello
uterino se asientan preferentemente en el area de unién
de los epitelios escamoso (ectocérvix) y columnar
(endocérvix), llamada zona de transformacién. Segun la
estirpe celular de la que se origine el tumor (epitelio es-
camoso o glandular), puede tratarse de un carcinoma
escamoso, adenocarcinoma o mixto, ademas de otras
variedades histologicas menos frecuentes®®. EI compor-
tamiento bioldgico de los distintos tipos histolégicos es
diferente, siendo los adenocarcinomas en general mas
agresivos, refractarios a las terapias convencionales y
de peor pronéstico. Si bien la relacion entre la infeccion
por HPV y el desarrollo del cancer escamoso ha sido
ampliamente estudiada, la informacién disponible acer-
ca del adenocarcinoma es mucho menor, en parte debi-
do a su baja frecuencia.
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Algunos autores han asociado el HPV 16 preferente-
mente con carcinomas escamosos y a HPV 18 con
adenocarcinomas® *. También se ha vinculado la pre-
sencia de determinadas variantes intratipicas de los vi-
rus de alto riesgo, con el tipo histolégico y el curso clini-
co de la lesion®. Sin embargo el rol de los distintos tipos
y variantes moleculares de HPV no ha sido ain total-
mente dilucidado en esta neoplasia.

El objetivo de este trabajo fue investigar la presencia
de HPV en adenocarcinomas de cérvix, identificar el tipo
viral infectante y analizar la secuencia nucleotidica de la
region L1 para detectar variantes intratipicas.

Materiales y métodos

Muestras: Se analizaron 23 biopsias de archivo, fijadas y em-
bebidas en parafina, con diagnéstico histolégico de adenocar-
cinoma invasor de cuello uterino. De las biopsias, se obtuvie-
ron cortes de 8 um de espesor, cuidando de limpiar bien la hoja
del micrétomo entre los cortes de las distintas muestras para
evitar contaminaciones.

Extraccion de ADN a partir de cortes histolégicos de las
biopsias: EI ADN fue extraido y purificado a partir de los cor-
tes histolgicos segun fue previamente descripto*®. Brevemente,
la desparafinizacion se llevé a cabo por tratamiento con n-oc-
tano, con posteriores lavados con etanol absoluto y etanol 70%.
El tejido fue sometido a digestion con proteinasa K, extraccion
con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol. La calidad del
ADN obtenido fue verificada mediante la amplificacion por PCR
del gen de la B-globina humana, empleando los primers GH20
y PCO, que producen un fragmento de 268 pb'’.

Tipificacion viral mediante el anéalisis de polimorfismos
conformacionales de cadena simple de los productos amplifi-
cados (PCR-SSCP): La PCR radioactiva se llevé a cabo usan-
do los primers genéricos GP 5+, 6+ que amplifican un fragmento
de 140 pb de la region L1, Por cada reaccion se usaron 100-
250 ng ADN templado, 10 mM de Tris HCI (pH 8.3), 50 mM de
KCI; 3 mM de Mg,Cl; 100 uM de dATP, dGTP y dTTP, 10 uM
de dCTP, 0.1 pl de (a-*2P) dCTP 10 mCi/ml (Dupont), 10 pmoles
de cada primer, 5 U de AmpliTaq (5 U/ul; Perkin Elmer), en un
volumen final de 10 pl. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador Perkin EImer GeneAmp 2400 con un programa
que incluia: 94 °C, 3 min y 40 ciclos de 94 °C, 30 seg/45 °C,
30 seg/72 °C, 30 seg. El andlisis por SSCP se efectué de ma-
nera similar a lo descripto previamente!® 1% 20, Brevemente,
alicuotas de la reaccion de PCR fueron diluidas, desnaturali-
zadas y sometidas a una electroforesis en geles de poliacri-
lamida 6%-glicerol 10%, a 4 vatios, 18 horas, a temperatura am-
biente. Los geles fueron secados y autorradiografiados usan-
do peliculas X-OMAT-AR Kodak con pantalla intensificadora,
a -70 °C. En todos los casos se sembraron en paralelo contro-
les positivos correspondientes a los plasmidos recombinantes
conteniendo los HPV tipos 6, 11, 16, 18 y 31 (cedidos
gentilmente pro los Dres. H. zur Hausen y A. Lérincz). La
tipificacion se realizé comparando los patrones de migracion de
bandas, obtenidos para las muestras con aquéllos de los con-
troles.

Anadlisis de la variabilidad genética de HPV 16 y 18 por
secuenciacion directa. Amplificacion de secuencias de HPV por
PCR: EI ADN de las muestras fue amplificado por PCR em-
pleando los primers MY 9, 11 que permiten amplificar un frag-
mento de 450 pb correspondiente a la region L1 del genoma
viral?t. Para una reaccion se usaron 100-250 ng de ADN tem-
plado, 10 mM de Tris HCI (pH 8.3), 50 mM de KCI; 3 mM de
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Mg,Cl; 100 uM de cada dNTP, 10 pmoles de cada primer, 5 U
de AmpliTaq (5 U/ul; Perkin Elmer), en un volumen final de 10
pl. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Perkin
Elmer GeneAmp 2 400 con un programa que incluia: 94 °C, 3
min y 40 ciclos de 94 °C, 30 seg/45 °C, 30 seg/72 °C, 30 seg.
Los productos fueron analizados mediante electroforesis en
agarosa 1.5%.

Reaccion de secuenciacion: Los productos de la PCR an-
terior, previamente purificados por electroforesis en agarosa de
bajo punto de fusion??, fueron amplificados usando los reactivos
del equipo AmpliCycle (Perkin Elmer) y el protocolo del fabri-
cante, con algunas modificaciones. Brevemente, la mezcla para
cada una de las muestras contenia alrededor de 5 a 8 pl del
ADN templado, 60 pmoles del primer (MY 11 o MY 9), 4 pl de
la mezcla de secuenciacion 10 X, 0.1 p Ci (a-P*) dCTP y H,0
hasta completar 30 pl. Se distribuyeron 6 pl de esta mezcla en
cada uno de los cuatro tubos conteniendo 2 pl de los reactivos
para las reacciones de terminacion (ddATP, ddGTP, ddCTP y
ddTTP). El ciclado se realizé en un termociclador Perkin Elmer
2400 con un programa que incluia: 94 °C, 3 min y 25 ciclos de
95 °C, 30 seg/55 °C, 30 seg/72 °C, 30 seg. La reaccion se rea-
lizd con uno de los primers; en los casos en que se observa-
ron cambios respecto del virus prototipo, se procedi6 a
secuenciar ambas cadenas.

Gel de secuencia: Se prepar6 un gel de acrilamida/
bisacrilamida 8%, urea 7 M. Se precorri6 durante 20 a 60 mi-
nutos a 50-70 vatios y 1700 V. Las muestras de la reaccion
de secuenciacion fueron desnaturalizados por calentamiento
durante 3 min a 94 °C y se sembraron 1-3 pl por calle. La co-
rrida se realizé durante 1 hora 30 min - 2 horas, en las mis-
mas condiciones que la pre-corrida. Los geles fueron secados
y expuestos a peliculas Kodak X-OMAT-AR con pantalla
amplificadora, entre 1y 5 dias.

Resultados

Se analiz6 la presencia de HPV en 23 biopsias fijadas y
embebidas en parafina con diagnéstico histologico de
adenocarcinoma de cérvix. Todas las muestras amplifi-
caron el fragmento del gen de la B-globina humana por lo
gue fueron consideradas adecuadas para este estudio.
La PCR-SSCP permitié detectar HPV en el 95% de
los casos (22/23), siendo positivos el 39% (9/23) para
HPV 16, el 39% (9/23) para HPV 18 y el 4% (1/23) para
HPV 31; el 4% (1/23) resulté HPV negativo (Fig. 1). En
tres muestras (13%), el patrén de bandas obtenido no
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coincidié con ninguno de los controles ensayados, por lo
que el tipo viral no pudo ser determinado por esta meto-
dologia.

Los estudios de secuenciacion realizados en un frag-
mento de 450 pb del gen L1, permitieron caracterizar
los casos HPV positivos y analizar la variabilidad genética
viral. Las tres muestras que habian permanecido inde-
terminadas por PCR-SCCP correspondieron a 2 varian-
tes intratipicas de HPV 16 (1 AAy 1 E) y variante E de
HPV 18 (Tabla 1). La variante HPV 16-AA mostré seis
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Fig. 1.— Tipificacion de HPV por PCR-SSCP en adeno-
carcinomas de cérvix. Los ADN extraidos y purificados a
partir de los cortes histoldgicos, fueron amplificados con los
primers GP5+, 6+, empleando un precursor radiactivo. Los
productos de la PCR fueron desnaturalizados y analizados
por electroforesis en geles de poliacrilamida 6%-glicerol
10%, como se describe en Materiales y Métodos. Calles: 1
y 13, controles no desnaturalizados (nd); 2-6, controles de
HPV; 7-11: muestras positivas para HPV tipo 16 referencial
(ref) y variante (var), HPV y HPV 18 referencial (ref) y va-
riante (var), respectivamente; 12, control negativo.

TABLA 1.— Cambios de nucledtidos y aminoacidos detectados en el gen L1 de las variantes de HPV 16 y 18

HPV16 HPV18
Variante AA Variante E Variante E
nt aa nt aa nt aa

6694 A - C 279 Thr - Pro 5061 T - C 6625 C - G 399 Pro - Arg
6720 G - A 6241 C - G 228 His » Asp 6626 C -~ T

6802 A - T 415 Thr - Ser 6433 A - G 292 Thr - Ala 6719 G - A

6853 C - T 6749 G - A

6864 C - T 6842 C - G

6969 C - T 6917 C - A
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Fig. 2.— Variantes intratipicas de los HPV tipos 16 y 18. Se
realiz6 la secuenciacion directa de un fragmento de 450 pb
de la region L1, previamente amplificado por PCR. La
radioautografia muestra los cambios de secuencia obser-
vados en las variantes (var) respecto de los virus
referenciales (ref). Las posiciones de las bases estan indi-
cadas en el margen izquierdo; los cambios de bases encon-
trados estan sefialados en el margen derecho.

cambios respecto del prototipo (Fig. 2); cuatro de ellos
fueron silenciosos y sélo dos originaron modificaciones
en codones: prolina reemplazé a treonina (aminoacido
279) y serina a treonina (aminoacido 415). La variante
HPV16-E mostro tres cambios nucleotidicos, dos de los
cuales produjeron cambios en aminoacidos: aspartico
en lugar de histidina (codén 228) y alanina en lugar de
treonina (coddn 292). La variante de HPV 18-E presenté
seis bases cambiadas respecto del prototipo (Fig. 2),
cinco de ellas silenciosas y una resultd en una sustitu-
cion de prolina por arginina (codén 399). Los cambios
de secuencia en HPV 16-AA y HPV 18-E estaban locali-
zados en la regién que codifica para epitopes de la pro-
teina L1.

Las muestras restantes, tipificadas por PCR-SSCP,
correspondieron en todos los casos a HPV referenciales.
No se detectaron coinfecciones con mas de un tipo viral
0 variantes.

Discusion

La asociacion de HPV con la génesis del adenocarcinoma
€s un campo poco investigado?. En este estudio se ha
enfocado la probable vinculacion de tipos y variantes de
HPV con el desarrollo de esta neoplasia.

La incidencia mundial del carcinoma escamoso de
cérvix tiende a declinar debido a la aplicacion de progra-
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mas de control, mientras que los casos de adenocar-
cinoma parecieran estar en aumento, en especial en
mujeres entre 20 y 30 afios; algunos autores han vincu-
lado este hallazgo con el uso de anticonceptivos orales
y/o con la infeccion por HPV?+ 2526,

El andlisis por PCR-SSCP es uno de los ensayos mas
sensibles para la deteccion de diferencias minimas en la
secuencia nucleotidica, incluyendo las mutaciones pun-
tuales?. Este método fue adaptado para la tipificacion
de HPV, permitiendo identificar, en una Unica reaccion,
un amplio espectro de HPV que infectan el tracto
anogenital. Esto fue posible debido a que los patrones
de bandas obtenidos para cada tipo viral fueron especi-
ficos y las diferencias migratorias reproducibles, evitan-
do asi una posterior restriccion enzimatica o hibridacion®®
1920 ] a aplicacion de PCR-SSCP en este estudio, per-
mitié determinar satisfactoriamente el tipo viral en el 86%
de las muestras positivas. Por otro lado, se observaron
patrones de bandas atipicos en 3 muestras, que al ser
secuenciadas resultaron ser variantes intratipicas; aun-
gue no se detectaron en este estudio, dichos patrones
podrian también corresponder a infecciones mixtas o ti-
pos virales distintos de los ensayados.

Se ha demostrado que durante el proceso de trans-
formacion maligna genital asociada a HPV, el virus se
integra en el ADN celular pudiendo perderse por delecion
algunas porciones de su genoma tales como L1, L2, E1
y E2, mientras que los oncogenes virales E6 y E7 siem-
pre se conservan®, Estas deleciones podrian explicar el
caso HPV negativo, por lo que éste deberia ser
reevaluado analizando los genes E6 o E7, antes de des-
cartar la participacion viral.

La deteccion exclusiva de HPV de alto riesgo
oncogénico (tipos 16, 18 y 31) confirma su fuerte aso-
ciacion con adenocarcinomas. Si bien no se encontré un
predominio de HPV 18 como habian informado previa-
mente algunos autores® 4, la similitud hallada en los por-
centajes de deteccion de los tipos 16 y 18 (48 y 43%,
respectivamente), evidencié un patrén de distribucién viral
distinto al observado en los tumores cervicales de ori-
gen escamoso (50 y 14%, respectivamente). Se ha de-
mostrado una evolucién mas rapida hacia la malignidad
en las lesiones escamosas de cérvix asociadas a HPV
182, por lo que su elevada frecuencia en adenocarci-
nomas podria explicar la mayor agresividad y peor pro-
néstico que en general muestran estas neoplasias.

Las tres muestras HPV positivas indeterminadas por
PCR-SSCP, resultaron ser dos variantes de HPV 16 y
una de HPV 18. La variante de HPV 16 asiatica-ameri-
cana detectada® 1% %, fue también descripta en Brasil en
una poblacién indigena® y en México*®, en cancer cervi-
cal en mujeres mas jovenes que las infectadas con el
virus prototipo. Se ha especulado que la infeccion mas
temprana y persistente con esta variante, representaria
mayor riesgo de evolucién maligna y podria explicar, en
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parte, la alta incidencia de cancer de cérvix en ciertas
regiones de Latinoamérica®. La otra variante HPV16
perteneciente a la rama europea® * 30, presenta una
amplia distribucién mundial**. La variante europea de HPV
18 hallada® *° fue descripta también en pacientes
mexicanas (var-1) asociada a lesiones cervicales
escamosas, glandulares y mixtas?s.

En base a las inferencias filogenéticas y a los datos
de co-evolucion virus-hospedador, se ha propuesto que
el origen de los distintos HPV estaria en concordancia
con los patrones de migracion humana®. Asi, las varian-
tes de HPV 16 de la rama asiatica-americana estarian
asociadas a etnias nativas americanas, cuyos ancestros
habrian llegado cruzando el estrecho de Bering. Por otro
lado, las variantes europeas, podrian haber llegado a
Sudameérica principalmente durante la colonizacion es-
pafiola; en nuestro pais debe, ademas, tenerse en cuenta
la fuerte inmigracion europea en las primeras décadas
del siglo XX. Los datos obtenidos son coherentes con
las caracteristicas de la poblacién estudiada, en su ma-
yoria descendientes de europeos.

Otro aspecto de interés en el estudio de la variabili-
dad genética viral esta relacionado con sus posibles
implicancias patogénicas. Algunos autores han sugerido
gue las variantes de HPV 16 no europeas/no prototipicas
mostrarian un mayor potencial oncogénico® 32 2; sjin
embargo, posteriormente se sefial6 que este fenémeno
dependeria de la poblacién en estudio, debido a
polimorfismos en genes celulares involucrados en la
carcinogénesis por HPV3+ %, En los adenocarcinomas
analizados en este trabajo, a nivel de tipos virales y va-
riantes en la regién L1, se observo un franco predominio
de HPV 16 y 18 prototipicos, detectandose un 14% de
variantes. Sera necesario ampliar los estudios de preva-
lencia de tipos y variantes en la poblacion a fin de esta-
blecer su frecuencia y el riesgo relativo asociado con el
desarrollo del cancer de cérvix.

Las variaciones de la secuencia nucleotidica de los
HPV 16 y 18 encontradas en este estudio determinan
cambios de aminoacidos que afectan epitopes lineares
de la proteina L1%%36.37.38_ Sj bien se ha sugerido que las
distintas variantes de HPV 16 presentarian sero-
reactividad cruzada®, el tema genera aun controversias.
Un aspecto a considerar es si la variabilidad de los
epitopes de L1 induce cambios en la respuesta inmune,
ya que de estos depende el efecto protectivo mediante
anticuerpos neutralizantes y linfocitos T citotoxicos. La
probable diferencia funcional entre las variantes y los
virus prototipos no es una cuestion menor si se conside-
ra que las vacunas profilacticas en desarrollo** “* estan
basadas en estos Ultimos y podrian no ser efectivas en
poblaciones con alta frecuencia de variantes circulan-
tes.

Este trabajo aporta los primeros datos de Argentina
en el campo de la epidemiologia molecular, referidos al
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estudio de los tipos y variantes de HPV en adenocar-
cinomas de cérvix.
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It was a high counsel that | once heard given to a young person, 'Always do what you are afraid to do'.

Fue un importante consejo el que una vez oi darle a un joven 'Haz siempre lo que tengas miedo de hacer'

Ralph Waldo Emerson (1803-1882)

Essays: Heroism, 1841



