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Introducéao

O virus linfotrépico humano tipo 1 (HTLV-1) é um retrovirus que altera funcionalmente células que
sao importantes para a imunorregulagao do sistema imune. Inicialmente, o HTLV-1 infecta
linfécitos T e se incorpora ao genoma celular; em seguida as pro teinas regulatérias alteram as
vias de ativacao e morte celular facilitando a progressao da doenca; finalmente o HTLV-1 induz
uma forte resposta antiviral, incapaz entretanto de elimina-lo.

O genoma do HTLV-1 contém 3 genes estruturais gag, pol e env e dois regulatorios (tax e rex). Os
genes tax e rex regulam a transativagao da replicagdo viral e regulam a expressdo das proteinas
virais.! O HTLV-1 tem tropismo por linfécitos T CD4*, mas também pode infectar linfocitos T
CD8%;% gera uma resposta predominante do tipo 1, com producdo elevada de IFNy, TNFa, MIP-1a e
-1B.>* O s linfécitos T CD4* infectados apresentam atividade de aderéncia ao endotélio e de
migracgdo através das membranas basais aumentadas.® Do ponto de vista clinico, a infeccdo pelo
HTLV-1 pode causar malignidades hematoldgicas - leucemi a/linfoma de células T do adulto (ATLL)
- e doencas neuroldgicas - paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao HTLV-1
(HAM/TSP) em uma minoria dos infectados.®

As doencas alérgicas e parasitarias caracterizam-se por manifestagdes imunoldgicas
predominantemente do tipo 2 com elevacdo de IL4 e ativacdo de mastdcitos e eosindfilos.’
Moléculas bivalentes de IgE acopladas a superficie de mastécitos e basé filos promovem a liberagao
de histamina e outros mediadores a partir destas células. A IL4 e a histamina suprimem a
producdo de IL2, IFNy e IL12.%°

Citocinas produzidas pelos diferentes subgrupos de linfécitos -Th1/Th2, exercem fungdo regulatoria
antag6nica da resposta imune.”®!! Individuos infectados com o virus HTLV-1, por apresentarem
forte resposta imune do tipo 1, podem estar susce ptiveis a doencas autoimunes e inflamatdrias.
Como esta forte resposta tipo 1 pode inibir a produgdo de citocinas por células Th2, individuos
infectados pelo HTLV-1 sdo mais susceptiveis a doengas causadas por helmintos e podem ter
reduzidas as manifesta ¢des de natureza alérgica. Este estudo tem como objetivo, revisar os
principais aspectos clinicos e imunoldgicos da relacdo entre atopia e infecgdo pelo HTLV-1.

Acéo do HTLV-1 sobre os diferentes grupos celulares

O virus HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos T CD4*, porém outros grupos celulares estdo
envolvidos tais como linfécitos T CD8* e células NK.'*!* Além destas células observou-se a
susceptibilidade de célul as epiteliais e dendriticas tornarem-se infectadas pelo HTLV-1 in vitro.
As células dendriticas sdao células apresentadoras de antigenos que tem a capacidade de estimular
linfocitos T CD4* e CD8*. Em alguns estudos in vitro e in vivo nas quais estas células foram
infectadas com o HTLV-1, hou ve a apresentacdo do antigeno viral a linfécitos proliferacéo
linfocitaria.'>!® Pode haver também reconhecimento de células T CD4* por linfécitos autdlogos
levando a ativacdo e proliferacdo destas células.'? Todavia, est as ndo parecem ser as vias
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preferenciais de ativacao e proliferacao celular para este tipo de infeccdo.

A infeccdo pelo virus HTLV-1 gera uma proliferagcao de linfocitos T, produgdo espontanea elevada
de IFNy, TNFa, e IL6,>* e hd uma redugdo nos niveis de IL-4."'8 Citocinas do tipo Thi,
especialmente o IFNy, s&o es senciais para a fungdo citotéxica adequada das células T,*° e
modulam negativamente a resposta Th2, enquanto a IL4 e IL10 suprimem a resposta Thl e
regulam negativamente a agdo do IFNy sobre as células Th2.182°

Wu e colaboradores?! examinaram as alteracdes de subgrupos de linfécitos T de meméria e células
NK do sangue periférico de pacientes com HTLV-1 em relagdo aos seus respectivos receptores de
superficie, utilizando a técnica de citometria de flu xo. Alguns receptores de linfocitos T CD4*
ativados apresentavam caracteristicas dos dois clones Th1l e Th2.2! Em um outro estudo, Yoshie e
colaboradores®? demonstraram que células T imortalizadas freqlientemente expressava m CCR4,
molécula correlacionada com a producdo seletiva Th2. A producdo de citocinas do tipo 2 por
linfécitos T infectados pelo HTLV-1 pode contribuir para o desvio da resposta imune e evasao viral
INn VIVO.

Todavia, € amplamente documentado que as respostas imunes no curso da infecgdo pelo HTLV-1
sdo caracterizadas por um aumento de citocinas Thl. Em comparacdo com individuos ndo
infectados, existe na infeccao pelo HTLV-1 forte predominancia da sintese de TNFa e IFNy em
relagdo a IL4, IL5 e IL10. Estes dados sdo observados em portadores do HTLV-1 e HAM/TSP.!® A
mielopatia associada ao HTLV-1 (HAM/TSP) é caracterizada por infiltracdo perivascular inflamatéria
com desmielinizacd0.?® Grandes quantidades de células T CD8" citotdxicas circulantes produtoras
de IFNy sdo encontradas no sangue periférico de pacientes com HAM/TSP e estas estdo
positivamente correlacionadas com a carga viral, porém esta correlacdo nao foi observada em
portadores assintom aticos do virus.?* Além disso, Wu e colaboradores observaram que o
percentual de células NK maduras estava reduzido em pacientes com HAM/TSP quando
comparados a controles ndo infectados, evento este que poderia estar relacionado a persisténcia
da infeccdo viral.*!

Caracteristicas da producao de citocinas durante a infeccdo pelo HTLV-1

Citocinas do tipo Th1, especialmente o IFNy, sdo essenciais para a funcdo citotoxica das células
T;'° por outro lado a IL4 e IL10 desempenham papel crucial para a resposta imune do tipo 2 e para
a regulacdo negativa da acdo do IF Ny.'®2° Esta polarizacdo da resposta imune pode ser observada
nas infecgdes pelo HIV em que a progressdo para SIDA parece estar associada a uma mudanca do
perfil Th1 para Th2 em um subgrupo de pacientes.?® Drogas anti-virais em pacientes com HIV
restauram a resposta tipo 1, evidenciada pelo aumento da producdo de IFNy e redugdo da IL10.%°
A IL 10 é reconhecida como uma inibidora potente de citocinas pré-inflamatorias e da polarizagdo
Th1 in vitro e in vivo.3*3? Experimentos in vitro tém evidenciado que linfocitos T ndo estimulados
de pacientes com HTLV-1 s ecretam grandes quantidades de IFNy, sendo observados dois padroes
de produgdo (alta e baixa).'® A adigdo de IL10 & cultura de células periféricas do sangue de
individuos com infecgdo pelo HTLV-1 modula negativamente a producdao de IFN&ga mma;, porém o
efeito regulador mais intenso sobre as células infectadas s6 foi observado com concentragées
elevadas da IL10. Em culturas de células de individuos controles soronegativos, estimuladas com
PPD, observou-se grande inibigdo do IFNy com doses de muito menores.!®

Van den Broek e colaboradores®! estudaram a resposta imune na infecgdo pelo virus da vaccinia
em camundongos deficientes de IL12, IFNy, IL4, e IL10. Os camundongos deficientes de IL4 e IL10
foram mais resistentes a infeccdo viral e a aus éncia de IL10 contribuiu para uma resposta anti-
viral mais eficiente do que a auséncia de IL4. Neste mesmo experimento, um subgrupo de
camundongos imunocompetentes infectados com virus vaccinia expressando gene para IL4,
apresentou uma reducdo da respost a citotdxica mediada por linfocitos CD8*. Estes achados
corroboram o efeito modulador destas citocinas na resposta imune antiviral.>!

A proteina viral tax do H

TLV-1 aumenta a expressao de IL4 em células T ativadas nas fases iniciais de infeccdo.®* Nesta
fase, o aumento da IL4 e de outros genes podem facilitar a infecgdo e acelerar a proliferacao de
linfécitos.>* 3* Outras citocinas com perfil Th2 (IL5 e IL10) também podem ser observadas em
sobrenadantes de cultura de células de portadores assintomaticos do HTLV-1.!® Essas observacdes
sugerem que clones de células Th2 também sao estimulados, pela prépria disregulacdo da resposta
imune ou na tentativa de modular negativamente a ativacdo dos linfécitos T.33

A IL-5 é uma potente indutora de eosinofilopoiese e responsavel por varias fungées eosinofilicas. A
persistente infiltracdo de eosindfilos na mucosa respiratdria contribui para a fisiopatologia das
doencas alérgicas tais como as rinossinusites e a asma.< sup>34 Todavia, nem toda infiltracdo
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eosinofilica é de origem alérgica ou depende da acdo da IgE.>*3°
Em individuos com HTLV-1 a proteina viral tax pode regular a expressao de IL5 em células Th2 ou
células leucémicas transformadas, de forma que a presenca de IL5 e a eosinofilia podem ser
observadas em pacientes com HTLV-1-1/ATL.3>:%¢
As quimiocinas RANTES e eotaxina sdo potentes quimioatraentes para eosindfilos, linfécitos e
mondcitos, contudo a eotaxina é a mais especifica para migragdo de eosinéfilos.>* Individuos
alérgicos apresentam maior nimero de células subepiteliai s expressando esta quimiocina
(eotaxina- RNAmM) quando comparados a controles. Além disso, foi observada uma forte associagdo
entre eotaxina expressada em células subepiteliais e 0 niUmero de eosindfilos.3* Estudos in vitro
tém demonstrad o que a presenca de IFNy inibe a sintese de eotaxina e a eosinofilia.3”3°
O TNFa isoladamente é capaz de estimular a produgdo de eotaxina e este efeito é potencializado na
presenca de IL4. Experimentos com células epiteliais bronquicas humanas mostraram que a
producdao de RANTES pelo TNFa aumentou na presenca de IFN y de modo dose dependente, sem
alterar a producdo de eotaxina.*® Em individuos com elevada producdo de IFNy e TNFa, como na
infeccdo como HTLV-1, é possivel que a migracdo eosinofilica seja minima e ocorra
independentemente d e eotaxina, talvez estimulada preferencialmente por RANTES.?**° Observa-
se portanto que a estimulacdo das respostas imunes Thl e Th2 ndo pode ser considerada
mutuamentfoexcludente; os dois subgrupos celulares podem cooperar para gerar uma inf lamacao
eosinofilica.

Supresséo da producéo de IgE e da reatividade cutanea

Um dos mais poderosos mecanismos efetores do sistema imune é a reagao iniciada nos tecidos
pela acdo da IgE sobre os mastocitos e sobre os basdfilos circulantes. Quando o antigeno se liga a
moléculas de IgE pré-fixadas a superficie destas células , ha uma liberacdao de varios mediadores
que estao envolvidos no mecanismo de defesa contra agentes infectantes, mas quando
disregulados levam ao aparecimento de reacdes de hipersensibilidade imediata com dano aos
nosso proprios tecidos. A IgE elevada tem sido identificada como o maior fator de risco para
asma.” Em coortes de criancas asmaticas os niveis de IgE foram associados ao diagndstico de
asma e hiperreatividade bronquica. Desta forma, a IgE pode ser considerada uma molécula
essencial para o desenvolvimento de inflamacdo em varios sistemas. A principal funcao protetora
da IgE é a erradicagdo de helmintos.

A IgE regula positivamente os receptores FceRI e FceRII (CD23) da membrana celular de
mastdcitos e de varios outros grupos celulares.*> Os mastdcitos sdo células muito sensiveis a
ativac3o pelo receptor de alta afinidade Fc&eps ilon;RI; apenas 10° receptores ocupados seriam
necessarios para a completa ativagdo e a liberagcdao de histamina, mediadores neoformados e
citocinas.***3

O FceRII (CD23) ligado a célula esta elevado em individuos atopicos e durante as exacerbacbes da
doenca. Ao contrario, na remissdo da doenca alérgica e na presenca de IFNy observa-se a queda
dos niveis de CD23.** Em mondcitos e m acréfagos o CD23 influencia atividades tais como
citotoxidade contra parasitos, libera mediadores e regula a sintese de IgE.*

O IFNy inibe o CD23 de modo dose dependente. Matsumoto e colaboradores avaliaram os niveis de
CD23 soluvel e IgE em individuos com HTLV-1 comparados a um grupo controle ndo-infectado. Os
autores observaram decréscimo dos niveis de IgE e CD23 soluve | no grupo infectado quando
comparado ao controle.*® Em individuos assintomaticos infectados com o HTLV-1 tem sido
observada a reducdo dos niveis de IgE total e especifica para antigenos de Dermatophagoides
peteronissynus e farinae.*® Em pacientes com HAM/TSP em que a polarizagdo Th1 é mais intensa
do que nos portadores assintomaticos, a reducdo da IgE é ainda mais pronunciada.*®

A infeccdo pelo helminto Strongyloides stercoralis deflagra uma resposta imune tipicamente Th2,
carcaterizada por eosinofilia e elevados niveis de IgE. Varios autores tém estudado a associagao
entre HTLV-1 e a co-infeccdo causada pelo Strongylo ides stercoralis.?>*¥! Porto et al.”! avaliaram
a resposta imune humoral de individuos com HTLV-1 co-infectados com Strongyloides stercoralis
comparados a um grupo somente infectado pelo Strongyloides stercoralis e observaram um
decréscimo dos niveis de IgE especifica para o parasito assim como da reatividade cutanea aos
testes de leitura imediata nos individuos co-infectados com HTLV-1. Em um outro estudo, Satoh e
colaboradores®® estudaram individuo s parasitados pelo S. stercoralis co-infectados ou ndo com
HTLV-1, tratados com albendazol e observaram que os pacientes com S. stercoralis co-infectados
pelo HTLV-1 exibiam ndo s6 niveis mais reduzidos de IgE especifica para o parasito, co mo menor
indice de cura quando comparados aos grupo sem HTLV-1. Nos pacientes co-infectados nao
curados houve também maior freqliéncia da expressao de IFNy em células mononucleares. Além
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disso os casos de hiperinfeccdo com S. stercoralis sdo mais freqiientes em pacientes co-infectados
com o HTLV-1.°%6! Estes resultados demonstram que em pacientes com estrongiloidiase a infecgdo
persistente com o HTLV-1 suprime a resposta imune tipo 2, afeta a imunidade especifica ao S.
stercora lis, reduz a eficacia terapéutica e aumenta a freqiéncia de aparecimento de formas graves
e disseminagdo de estrongiloidiase.**>!

Horiuchi et al.*® compararam a expressdo de IFNy e IL4 em pacientes com esclerose multipla,
mielite aguda alérgica, HTLV-1 (portadores assintomaticos e HAM/TSP) e outras doencas
neuroldgicas. A regulagao da resposta imune nos individuos com HTLV-1 e esclerose multipla
estava associada a uma maior razao intracelular de IFNy/IL4 em linfocitos T CD4". Nos pacientes
com HTLV-1 esta relagdo elevada deveu-se a uma redugao significativa do percentual de células T
CD4* que expressavam IL4. O aumento da razdo intracelular de IFNy/IL4 indica que a resposta
imune predominantemente tipo 1 reduz a producdo de IL4. Neste mesmo estudo, em pacientes
com HTLV-1, os niveis de IgE sérica mostraram-se bastante reduzidos, principalmente naqueles
com HAM/TSP, em comparagdo aos demais subgrupos.*®

No modelo de doenca alérgica, a polarizagdo Th2 faz-se principalmente as custas de uma
deficiéncia de IFNy e produgdo aumentada de IL4.3 Pacientes infectados pelo HTLV-1, produzem
mais IFNy, produzem menos IL4 e IgE e, tém menor r eatividade aos testes cutaneos de
hipersensibilidade imediata.84%°%22 Estas caracteristicas podem conferir protecdo contra as
manifestacles de atopia. Souza-Machado et al observaram que a freqiiéncia de atopia e
reatividade cutanea a aeroal érgenos estavam reduzidas em carreadores do HTLV-1 quando
comparados a controles nao infectados. A infeccao pelo HTLV-1 foi protetora (RP = 0.44; p <
0.005) contra atopia neste subgrupo de individuos.>?

Discussao integrada e comentarios finais

O HTLV-1 é um retrovirus de DNA que infecta preferencialmente linfécitos T do tipo CD4", mas que
também pode infectar outros subgrupos de células do sistema imune e células epiteliais.

Citocinas do tipo Th1, especialmente IL12 e IFNy, sdo essenciais para fungdo citotoxica adequada
das células T!° e modulam negativamente a resposta Th2, enquanto IL4 e IL10 suprimem a
resposta Th1l e regulam negativamente a acdo do IFN&ga mma; sobre as células Th2.'® As doencas
alérgicas e parasitarias caracterizam-se grosseiramente por manifestacées imunoldgicas
predominantemente do tipo 2 com elevacdo de IL4 e ativacdo de mastdcitos e eosindfilos.”*! Em
pacientes co-infectados com HTLV-1 e helmintos foi claramente observado a susceptibilidade
destes pacientes a aquisicdo de parasitoses, faléncia terapéutica e formas graves ou disseminadas
de infestacd0.2°*9>2 Desta forma dever-se-ia esperar que houve sse supressdo da resposta imune
tipo 2 e redugdo da gravidade da asma em pacientes atdpicos. Todavia, existem evidéncias de que
a resposta imune tipo 2 pelo HTLV-1 possa exacerbar ou perpetuar algumas formas de asma. A
observacgdo de que pacientes com HTL V-1 podem cursar com manifestacées respiratérias
sugestivas de rinite e asma bronquica alérgicas desperta grande interesse no mecanismo regulador
dessa associagdo.>>>> O caso indice para a nossa coorte®® tratou-se de uma paciente d e 45 anos
com sintomas pronunciados de rinite e asma bronquica, sem sinais de mielopatia, que apresentava
laboriatorialmente testes cuténeos de leitura imediata para aeroalérgenos positivos, elevados
niveis de IgE total e especifica para Dermatophagoi des pteronyssinus, D. farinae e Blomia
tropicalis, associados a producao bastante aumentada de IFNy, TNFa, IL5 e IL10. Embora seu
estado de infeccdo tenha sido identificado ha no minimo 5 anos, o estimulo imunoldgico
predominante t ipo 1 nao foi suficiente para suprimir a resposta tipo 2 e a gravidade dos sintomas
de rinite e asma, naquela paciente.

Ainda que nao tenha sido amplamente aceito, em modelo experimental, tem sido descrito que a
coexisténcia de respostas Thl e Th2 concorre para maior estimulo inflamatério na asma, por
potencializacdo da resposta tipo 2.%°

A infeccdao por helmintos deflagra uma resposta tipicamente Th2, caracterizada por eosinofilia e
elevados niveis de IgE. Varios autores tem observado que individuos com HTLV-1 co-infectados
pelo Strongiloides stercoralis apresentam reducdo da respo sta imune ao parasito, evidenciada pela
reducao das citocinas Th2, dos niveis de IgE especifica contra o parasito e da reatividade cutanea
aos testes de leitura imediata (SPT).>%>!

Souza-Machado et al®3 observaram que a freqiiéncia de atopia e reatividade cutanea a
aeroalérgenos comuns na regido Nordeste do Brasil estava reduzida a metade em individuos
atopicos com manifestagdes de rinite e asma infectados com HTLV-1, qua ndo comparados a
controles atdpicos ndo infectados. A infeccdo pelo HTLV-1 constituiu-se fator protetor para
reatividade cutanea em modelo de regressao logistica, neste grupo de individuos (RP = 0.44).
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Conceitualmente, alergia caracteriza-se por uma resposta imune aberrante a determinado estimulo
antigénico. Embora tenha sido observado que a reatividade cutédnea a alérgenos esta reduzida em
uma proporgdo elevada dos individuos com HTLV-1,>® a melhor avaliacdo da producdo de citocinas
tais como IFNy, IL5 e IL10, e da capacidade moduladora da IL10 naqueles individuos com histéria
de atopia, SPT positivos e IgE especifica para D. pteronyssinus constitui-se em uma etapa crucial
para o melhor entendimento deste fendmeno.

A associacdo entre dois mecanismos de resposta imune com elevado perfil inflamatorio e
persistente, ndo tem sido descrita — atopia em individuos carreadores sadios do HTLV-1, na
literatura mundial. A co-existencia destes fenémenos reforca a hipotese de q ue estimulos pro-
inflamatorios Th1, em um subgrupo de individuos, podem exacerbar a resposta Th2, tornando
ambas deficientes e lesivas se ndo adequadamente reguladas por mecanismos intrinsecos e ainda
parcamente esclarecidos.
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Introduccién

El carcinoma de cuello uterino representa la primera causa de mortalidad por neoplasia entre
mujeres residentes de la Provincia de Misiones. Esta situacion difiere de la de los principales
centros urbanos argentinos en donde el cdncer de mama lidera las estadisticas.!

El carcinoma de cuello uterino se desarrolla generalmente mediante un proceso continuo que
progresa gradualmente desde lesiones precursoras leves a grados mas graves e invasivos. La
infeccion genital por ciertos tipos de virus papiloma humano (HPV), llamados de alto riesgo, es
necesaria aunque no suficiente para que se inicie este proceso. Otros factores asociados al
huésped y al ambiente (inicio temprano de relaciones, niumero de parejas, multiparidad,
tabaquismo) son también necesarios para que se establezca la progresion hacia la malignidad.?

La infeccién genital por HPV es muy prevalente y tiene lugar al inicio de las relaciones sexuales,
siendo inocua en la gran mayoria de los casos. En sélo un 5% a un 8% de aquellas que cursan con
un tipo viral de alto riesgo se verifican los procesos conducentes al cancer. Aun asi, la mayoria de
las lesiones leves y moderadas regresan a la normalidad.® Debido a esta situacién, se requieren
parametros bioldgicos que oficien de marcadores prondsticos de progresién de lesiones. De contar
con ellos seria factible la subclasificacién de poblaciones con caracteristicas de alto riesgo.

El estudio de la distribuciéon de HPV en diversas poblaciones ha cobrado importancia debido a que
la proteccién inmunoldgica provista por las vacunas profilacticas en experimentacion presenta
especificidad de tipo, necesitandose por ende el desarrollo de vacunas polivalentes a los efectos de
lograr una proteccidn efectiva de la poblacidn en riesgo.* Esta situacién impulsé a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) a propiciar estudios de prevalencia de infeccidon por HPV del tracto
genital femenino en distintas regiones del mundo para guiar asi la inmunoprevencion y estimar su
posible impacto sobre la incidencia del carcinoma de cuello uterino. En este contexto, la primera
generacion de vacunas no eliminaria la necesidad de continuar con los programas masivos de
tamizaje, dado que incluirian un namero limitado de tipos virales de alto riesgo. Pero a medida que
se circunscriban los principales tipos virales oncogénicos circulantes a regiones geograficas
definidas, la efectividad de las formulas vacunales a desarrollarse propiciaran una cobertura cada
vez mas efectiva.

La presencia de HPV de alto riesgo (principalmente de los tipos 16, 18, 31, 33 y 45) en
practicamente el 100% de los tumores ha impulsado un intenso estudio sobre su estructura
gendmica y mecanismos oncogénicos que lleva ya mas de tres décadas.

La clasificacion de los HPV, a diferencia de la mayoria de otros virus, no esta basada en criterios
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seroldgicos sino mediante similitud de sus genomas, debido a que las proteinas de la capside son
antigénicamente similares.” Asi, cuando el genoma de un HPV difiere en mas del 10% de secuencia
del gen L1 se habla de un nuevo tipo viral; cuando esta diferencia se encuentra entre el 2% vy el
10% se trata de un subtipo, y cuando es menor del 2% estamos frente a una variante viral.

El analisis de secuencias virales ha permitido agrupar los diversos HPV generando arboles
filogenéticos que muestran su evolucion molecular. De ellos se han extraido importantes
conclusiones, como la de saber que los HPV coevolucionaron con el hombre, distribuyéndose y
diseminandose de acuerdo con los movimientos de diversas poblaciones a lo largo de la historia.®
Dado que se trata de uno de los grupos virales mas diversos involucrados en infecciones humanas,
estos analisis estan generando informacion basica de utilidad en la elaboracién de métodos
diagnosticos moleculares, estudios de relaciones genotipo-fenotipo y deteccién de grupos virales
mas agresivos.

En nuestro estudio epidemioldgico regional sobre infeccion de cuello uterino por HPV llevado a cabo
durante los afios 2000 a 2003 se relevaron dos poblaciones de Misiones, Argentina: mujeres de
raza blanca urbanas y mujeres aborigenes de la etnia guarani, residentes en la selva misionera.’
Los valores de prevalencia de infeccién viral genérica fueron elevados, con una diferencia
significativa entre poblaciones: urbana, 43%, y aborigen, 60%. Estas altas prevalencias se
asociaron con el inicio temprano de relaciones, nimero de parejas y habito de fumar. Ademas, fue
importante la presencia de tipos virales de alto riesgo en la poblacién aborigen guarani (26%), con
una notoria diversidad viral de 28 tipos detectados, en contraste con sélo 10 presentes en la
poblacién urbana.

Al agrupar los tipos virales hallados segun la clasificacion filogenética propuesta por Myers y col.
basada en la regién consenso del gen L1,% encontramos que en los aborigenes estan presentes la
mayoria de los tipos virales de alto riesgo (grupos A9, A7 y A5); mientras que en la poblacion
urbana, la diversidad viral fue mucho mas acotada, con alrededor del 30% de tipos pertenecientes
a los grupos A7 y A9 de alto riesgo. Esta situacion particular podria definir dos posibles dinamicas
de circulacion viral con caracteristicas propias en cada poblacion.

Mediante el estudio de variantes de HPV16 se identificaron cinco ramas filogenéticas
correspondientes a poblaciones europea, asiatica, asiatico-americana, africana-1 y africana-2.°
Esta diversidad viral relacionada inicialmente a la ubicacién geografica se encuentra actualmente
asociada con la etnicidad poblacional.

Ultimamente se encuentra en discusion que algunas variantes de HPV16 pueden ser determinantes
de diferentes comportamientos bioldgicos. Estas variaciones menores expresadas en secuencias
proteicas afectan el ensamblado viral, la capacidad transcripcional y también su potencial
oncogénico.'? Dichos efectos mostraron diferencias en la capacidad de inmortalizacién de células
en cultivo y en la degradacion de p53 y que variantes particulares tienden a estar mas asociadas a
lesiones de alto grado y cancer, siendo su distribucion diferencial en ciertas areas geograficas y en
etnias particulares.'*"1*

Estos datos conducen a la necesidad de evaluar la distribucién de las diversas variantes de HPV16
presentes en poblaciones con alta incidencia de carcinoma de cérvix, con el objetivo de establecer
posibles asociaciones entre variantes particulares, lesiones cervicales y su progresion hacia la
malignidad.

Sobre la base de estos informes y la posible consecuencia en nuestra realidad regional, llevamos a
cabo recientemente un estudio de caracterizacidén de clase y subclase de variantes de HPV16
infectantes en mujeres guaranies con diferentes grados de lesion cervical basado en el analisis del
gen temprano E6 (asociado a mecanismos oncogénicos virales) y del gen tardio L1 (asociado a la
antigenicidad viral). Estos andlisis tuvieron como objetivos detectar las variantes presentes en esta
etnia particular y estimar su posible asociacién a lesiones cervicales de diferente grado.

Materiales y métodos

Caracteristicas generales de la poblacién relevada

Se seleccionaron 70 muestras de hispado exoendocervical HPV16 monoinfectadas de la poblacién
aborigen guarani relevada durante 2002-2003.” La mediana de edad de esta submuestra
poblacional fue de 20 afos, habiendo iniciado relaciones sexuales a los 13 afos, teniendo de 3a 5
parejas y con primer embarazo a los 15 afios, en promedio. Noventa y cuatro por ciento de las
mujeres nunca habian recibido atencién ginecoldgica.

Las pacientes se distribuyeron geograficamente 34 asentamientos de la region norte de Misiones,
departamento de Iguazd, en la frontera con Brasil y Paraguay, y 36 en la regién central de la
provincia, internadas en areas de selva subtropical alejadas de las fronteras. Estos asentamientos
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distan aproximadamente 200 km entre si y registran una limitada migracion entre sus integrantes.
Los aborigenes de la regidén norte tienen un contacto fluido con habitantes no aborigenes y turistas
de la zona fronteriza, mientras que los de la regién central preservan en mayor medida su forma
ancestral de vida, limitando en lo posible los contactos con pobladores del area.

Caracteristicas de las muestras analiticas

Todas las muestras fueron reconfirmadas como monoinfectadas por HPV16 mediante PCR-RFLP!® y
sus diagnosticos citohistoldgicos revisados por dos patdlogos independientes. De las 70 muestras
totales, 37 se encontraban dentro de limites normales, 18 presentaban lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LSIL) y 15, lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL).

Identificacion de variantes de los genes E6 y L1 de HPV16

Se llevo a cabo mediante el método propuesto por Wheeler y col.*® el cual se basa en la
amplificacion por PCR anidada de una regién de 585 pb del gen E6 y una regién de 423 pb del gen
L1 de HPV16. Estos productos son luego hibridados con 23 y 12 sondas biotiniladas,
respectivamente, en formato dot- blot.

Las variaciones nucleotidicas posibles de identificar incluyen las posiciones 109, 131, 132, 143,
145, 178, 183, 286, 289, 335, 350, 403 del gen E6, y 6695, 6721, 6803, 6854, 6862 y 6694 del
gen L1 de HPV16. Los patrones de hibridacién se asignaron a las diversas clases y subclases de
variantes de acuerdo con la clasificacién propuesta por Yamada y col.'’
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Analisis estadistico

Para la determinacion de asociacién entre variantes de HPV16 infectantes y grado de lesién
histopatoldgica se empled el test de x? calculado con el programa Epi-Info versién 3.3
(Epidemiology Program Office, Division of Public Health Surveillance and Informatics, Centers for
Disease Control and Prevention, EE.UU.).

Resultados

Mediante la aplicacion de la técnica de Wheeler y col.*® se pudo identificar y clasificar la totalidad
de las clases y subclases de variantes de HPV16 presentes en esta dos poblaciones aborigenes
guaranies residentes en distintas areas geograficas de la provincia de Misiones.

La distribucion general de variantes incluyod, en orden de importancia: 51% de variante europea
prototipo (EP), 32% de variante europea-350G (E-350G), 9% de variante africana tipo 1 (Afl), 4%
de variante europea-6862C, 3% de variante africana tipo 2-a (Af2-a) y 1% de variante asiatico
americana-a (AA).

La distribucion de variantes por zona geografica de residencia no fue homogénea, detectandose
mayor diversidad en la region Norte, en comparacion con los asentamientos de la region Centro.
En la region Norte, el 74% de las variantes fueron de origen europeo, con el 26% restante de otras
clases, mientras que la totalidad de las variantes presentes en la region Centro (100%) fueron de
origen europeo (tabla 1).
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Tabla 1: Distribucion de variantes de HPY16 en las regiones bajo estudio

Wariantes HPY1 6 R egidn Maorte R egidn Centro
EP 17 (80%) 19(53%)
E-3500 5 (15%) 17 (479%)
E-B3G2C 3 (9%
211 -a 6 (16%)
Ai2-a 2 (6%
oy 1 (2%

No se detectd asociacion estadisticamente significativa cuando se analizo la distribucion de
variantes entre las muestras con diagndstico histopatoldgico LSIL y HSIL por medio de la prueba
de x° (tabla 2).
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Takla 2 Distribucion de variantes de HPWME de acuerdo al diagndstico histo pat ol dgica

de la poblacion bajo analiziz

wariante HPY 16 M ar mal Lesiones IRENIR HiFSIL
EP 20 (5695 16 (4495 5i22%)  Bi22%)
E-3500 11 (50%) 11 (50%) FOEI%) 4 (189
E-BSE2C 210N 1N 1 ine) —
1.3 3 (50%) 3 (50%) 57509, t
Afld-g 1 (nc) 1 (nc) 1 ine) —
&g 10nc) B 1inc)

Mo no comparable debido a bajo nimero de muestras.

Mo ze detectaron diferencias estadisticamerte significativas mediante analizis por 1a

pruebha de 32

Discusion

Estd comprobado que una infeccion cervical persistente con HPV16 es un factor de riesgo
importante para el desarrollo de lesiones premalignas y cancer cervical.'®

Ultimamente se sugirié que diversas variantes naturales de HPV16 en una poblacién pueden
presentar comportamientos bioldgicos diferentes, algunas de ellas asociadas a lesiones cervicales
de alto grado y cénceres agresivos.'%°

La poblacion aborigen guarani estudiada presenta una elevada prevalencia de variantes europeas
(87%), un resultado concordante con el Unico estudio realizado a nivel mundial, en el que se
informa un 76% de variantes europeas en canceres cervicales de América Central y América del
Sur.'

Por otra parte, del 12% de las variantes no europeas presentes en mujeres guaranies, la variante
africana-1 es la mas prevalente, con un 9%. Estos resultados contrastan con los de Yamada y col.,
quienes detectaron un 20% de variantes asiatico americanas presentes en carcinomas de esta
regidon mundial y sélo un 3% de variantes africanas.’

Se conoce que los genomas de HPV son muy estables, los eventos mutacionales y de
recombinacién son muy raros, ocurren con frecuencias que no difieren de aquellas humanas.? Es
por ello interesante destacar la relacién entre diversidad de variantes virales detectadas y
frecuencia estimada de contactos entre las aborigenes residentes en las dos regiones en estudio.
En consecuencia, la deteccidon de variantes africanas sdlo presentes en mujeres aborigenes
guaranies residentes de la region Norte (tabla 1) podria asociarse a contactos con individuos de
esa ascendencia provenientes del sur de Brasil, descendientes de esclavos introducidos durante la
dominacion portuguesa.

Si comparamos los resultados obtenidos en este trabajo con los comunicados por Picconi y col.
sobre variantes de HPV16 presentes en poblacién indigena quechua argentina,?! ambos coinciden
en destacar una limitada presencia de variantes no europeas en estas dos poblaciones aborigenes
residentes en los extremos opuestos del Norte argentino. Hipotéticamente, el impacto de la
colonizacidn espafiola habria impulsado una circulaciéon de variantes europeas en ambas
poblaciones mencionadas.

Sin embargo, a diferencia de las guaranies, el 10% de las variantes no europeas presentes en
guechuas es de origen asiatico-americano o asiatico, sin deteccidon de variantes africanas. Este
hecho podria asociarse a la idea de una distribucién viral mas ancestral en esta etnia, proveniente
de la migracion de individuos asiaticos por el estrecho de Behring, con una posterior distribucion
geografica a lo largo de la cordillera andina.

Actualmente existen informes que asocian una mayor frecuencia de infeccidon genital por variantes
asiatico-americanas o de la subclase E350G de HPV16 con lesiones cervicales y canceres.'*?? Esto
no se verificéd en la poblacién guarani analizada, en donde la distribucién de las diversas variantes
de HPV16 detectadas en mujeres con citologia normal y con lesiones de diferente grado fue
estadisticamente no significativa. Aun asi, la Unica variante asiatico- americana detectada en
guaranies provino de una paciente con lesion de alto grado (tabla 2).

Sobre la base de resultados diversos y contrastantes recabados en diferentes poblaciones a nivel
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mundial y debido a que algunas de estas variaciones de secuencia génica tienen el potencial de
modificar la estructura proteica de la capside viral y, por ende, su antigenicidad, es importante la
continuidad del estudio de su prevalencia y del analisis de su asociacion a lesiones de alto grado y
canceres, tratando de establecer si verdaderamente las variantes virales de HPV16 y de otros tipos
de alto riesgo oncogénico presentan comportamientos bioldgicos diferentes que ameriten su
deteccién particular y su asignacién como parametro relacionado a una progresion diferencial de
lesiones cervicales.

Los autores no manifiestan “conflictos de interés”.
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