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Resumen

Objetivo: Analizar la presencia y persistencia de variantes en E6/E7/VPH 58 en muestras de mujeres con infecciones prevalentes por VPH 58,
con citologfa normal, que pertenecen a la cohorte de Bogota, Colombia. Métodos: Se utilizaron cepillados cervicales de 34 mujeres
VPH 58, con citologia normal, pertenecientes a la linea de base de la cohorte, con su respectivo seguimiento. Se amplifico la region
E6/E7 del VPH 58 usando los iniciadores E6F1-E7R1 y los iniciadores E7P1-E7P2. Para el andlisis de las variantes se utilizé la técnica de se-
cuencia automatica directa. La secuencia referencia del VPH 58 se utilizé para comparar las secuencias obtenidas. Resultados: En 27/34
muestras se lograron detectar variantes de E6/E7 de VPH 58. En total, se detectaron cinco variantes diferentes, dos de ellas nunca antes
reportadas (A169/T307/A694/G744/A761 y T307/A694/G744/A761/G763). Los anélisis de eliminacion mostraron que el 75% de las variantes
se habfan eliminado antes de los dos afios de seguimiento, y todas las variantes ya se habian eliminado a los seis afios de seguimiento.
Conclusiones: Dos nuevas variantes se reportaron a escala mundial de gran relevancia en los ambitos filogenético y epidemiolégico.
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Abstract

Objective: To analyze the presence and persistence of E6/E7 HPV58 variations in women with prevalent HPV 58 infection, with normal cyto-
logy, who belong to the Bogotd, Colombia cohort. Methods: Cervical cytobrush was used on 34 HPV58 women, with normal cytology,
who are part of the cohort base line; respective follow was performed. The HPV58 E67/E7 region was broadened by using E6F1-E7R1
and E7P1-E7P2 indicators. Variation analysis was carried out with automatic direct sequencing. HPV58 sequence reference was used
to compare the sequences that had been obtained. Results: In 27/34 samples, E6/E7 variations of HPV58 were successfully detected.
A total of five different variations were detected, two of which had never been reported before (A169/T307/A694/G744/A761 and T307/
A694/G744/A761/G763). Elimination analysis revealed that 75% of variations had been eliminated within two years of follow up, and that
all variation had been eliminated at the end of six years of follow up. Conclusions: Two new variations of universal phylogenetic and

epidemiologic noteworthiness were reported

Key words: Papilloma human virus, follow-up studies, genomic structural variants

Introduccion

El céncer de cuello uterino se ubica en el tercer
lugar entre los cinceres de mayor incidencia a escala
mundial. Para el 2008 se reportaron 529.000 casos
nuevos y 275.000 muertes (1). En Colombia este
tiene una incidencia de 26,1/100.000 y es la pri-
mera causa de muerte por cancer en mujeres en la
poblacién colombiana (2). Dentro de los tipos de alto
riesgo, el VPH 58 en Suramérica ocupa el segundo
lugar en prevalencia (7%), después de VPH 16 (15%)
en mujeres con citologia normal (3). Asi mismo, la
informacion obtenida de estudios a escala mundial
muestran una alta prevalencia de las infecciones
por VPH 58 en lesiones de alto grado, y aunque se
observa una menor prevalencia en cinceres invasivos,
este virus esté catalogado como uno de los ocho tipos
miés prevalentes en este tipo de cancer.

En Colombia, este tipo viral es el segundo mas
prevalente (6,2%) e incidente (11,2%) después de
las infecciones por VPH 16 en mujeres con citologia
normal (4-6). Adicionalmente, los resultados de la
cohorte de Bogota parecen mostrar que mujeres
infectadas con VPH 16 o VPH 18 presentan un
mayor riesgo de adquirir una subsiguiente infeccién
con el VPH 58 que con otros tipos virales (7), por
lo cual es necesario seguir profundizando en los
aspectos moleculares de este virus para averiguar de
qué manera pueden estar influyendo en la infeccién
y en su asociacién con la progresion o regresion de
lesiones cervicales.

El estudio de variantes moleculares de algunos
tipos de VPH ha demostrado que algunas de estas
difieren en sus propiedades biolégicas y patogéni-
cas, y, por lo tanto, podrian representar un riesgo
para el desarrollo del cancer (8,9). Asi mismo,
el estudio de variantes en los marcos de lectura
abierto u open reading frames (ORF) que codifican
para las proteinas E6 y E7 revisten una importancia
significativa, ya que estas proteinas se consideran
cruciales en las propiedades oncogénicas del VPH
(10). En Surameérica solo existen estudios de va-
riantes moleculares de VPH 58 en Brasil, los cuales
se han realizado sobre el ORF E6 y L1 de VPH 58
(11). A escala mundial hay pocos estudios sobre
variantes moleculares de VPH 58, entre los cuales la
mayoria se ha desarrollado en poblaciones asidticas
sobre los ORF de E6, E7 y L1; en ellos, algunas de
las variantes han sido asociadas con un mayor riesgo
para el desarrollo de neoplasia intraepitelial cervical
y cancer (12-14).

En nuestro pais no se han desarrollado estudios
sobre variantes de VPH 58, y si tenemos en cuenta
que este es el segundo tipo de mayor prevalencia e
incidencia en el pais y en el ambito suramericano
(3,4), es importante desarrollar estudios encami-
nados a la tipificacién de las variantes moleculares
presentes en la poblacién colombiana. Por tanto,
el estudio de las variantes de VPH 58 en mujeres
con citologia normal y su seguimiento constituye
un estudio pionero en los 4mbitos nacional y mun-
dial. En este estudio se presentan resultados del
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analisis de la presencia de variantes en E6 y E7 del
VPH 58 en mujeres con infecciones prevalentes
por VPH 58 con citologia normal que pertenecen
a la cohorte de Bogota, Colombia, y se realiza un
analisis de eliminacion de las variantes durante
el seguimiento, al analizar si existe diferencia en
la probabilidad acumulada de aclaramiento entre
estas variantes moleculares.

Métodos

A finales de 1993, el Instituto Nacional de Cance-
rologia comenzo un estudio de seguimiento sobre
la historia natural del virus del papiloma humano,
su papel y el de otros cofactores en el desarrollo de
cancer de cuello uterino. A este estudio entraron
2.200 mujeres de la poblacién general, en las que
se analizo la presencia y persistencia del virus del
papiloma humano, su asociacién con diferentes
factores de riesgo y con el desarrollo de lesiones
cervicales durante un seguimiento de nueve afios.
Se obtuvo un consentimiento informado de todas las
participantes en el estudio, y los comités éticos del
Instituto Nacional de Cancerologia y la Agencia In-
ternacional para la Investigacion en Cancer (IARC)
en Lyon aprobaron el desarrollo del estudio inicial
y del actual. La forma como se realizé el recluta-
miento y la coleccién de los datos es descrito por
Molano y colaboradores (4). Los analisis que se van
a ejecutar en el desarrollo de este proyecto se basan
en una muestra por conveniencia de 34 mujeres
que pertenecen a la linea de base del estudio de la
cohorte de Bogota, con infecciones prevalentes por
VPH 58 con citologia normal, con su respectivo
seguimiento.

Las muestras objeto del estudio son cepillados
cervicales de mujeres con infecciones prevalen-
tes por VPH 58 con su respectivo seguimiento,
que pertenecen al estudio de cohorte “Historia
natural de la infeccion por el virus del papiloma
humano, su papel y el papel de otros cofactores
en el desarrollo de cancer de cérvix”, quienes fir-
maron un consentimiento informado previo. Estas
muestras se encuentran almacenadas en el banco
de muestras existente en el Instituto Nacional de
Cancerologia, a -70 °C. La deteccién y tipificacién
del VPH presente en las muestras se realizé me-
diante PCR, utilizando los iniciadores Gp5+/6+,
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seguido de hibridacién Southern-blot y de ensayos
inmunoenzimaticos o enzyme immune assay (EIA)
y reverse line blot (4).

Procesamiento de la muestra

Las muestras se encuentran almacenadas a -70 °C
en Buffer Tris HCl 10mM pH 8.3, de estas se tom6
una alicuota de 100 pl, la cual se llevé a 95 °C por
10 minutos, se centrifugé por 1 minuto a 3.000
rpm y se puso en hielo, para posteriormente ser
almacenada a -20 °C. Para el anilisis de la region
E6 y E7 del VPH 58 por PCR se tom6 10 pl del
sobrenadante.

Amplificacion por PCR del ORF E6
y ORF E7 del VPH 58

Para la identificacion de las variantes moleculares
del ORF E6 y ORF E7 del VPH 58 se realiz6 una
amplificacion del ORF E6 y ORF E7, mediante la
técnica de PCR. Para el desarrollo de la PCR se
utilizaron iniciadores que flanquean la regién de
ADN viral, comprendida entre nucleétidos 79 al
600 del ORF E6 de VPH 58, utilizando el inicia-
dor sentido E6F1 (5'- CTG TGC AGT GTGTTG
GAG A -3’), ubicado entre el nucleétido 79 al 99 y
el nucledtido antisentido E7R1 (5’- TCTTAGCG-
TTGGGTTGTT -3") ubicado entre los nucleétidos
583 al 600. También, se utilizaron dos iniciadores
adicionales que se ubican aproximadamente en
la mitad del ORF E6, el iniciador sentido E6F5
(5- AAA GTG TGC TTA CGA TTG C -37),
ubicado entre el nucleétido 299 al 317, y el inicia-
dor antisentido E6R4 (5’- AAT GTG TCT CCA
TAT AGC G -3), ubicado entre el nucleétido 354
a 372. De igual forma, la totalidad del ORF E7 se
abarco desde el nucleétido 595 al 896, se utilizo el
iniciador previamente reportado E7P1 (5’- CTG-
TAACAACGCCATGAGAG -3’), ubicado entre
el nucleétido 561 al 580, y el iniciador antisentido
E7P2 (5- TCAGGGTCATCCATTGCAGA -3"),
ubicado entre el nucleétido 877 al 896. Asi mismo,
se utilizaron un par de iniciadores en la mitad de la
secuencia del ORF E7, el iniciador sentido E7F10
(5-AAA TAG GCTTGG ACG GG -3’), ubicado
entre el nucleétido 680 al 696, y el iniciador an-
tisentido E7R10 (5’- GAT ACA CAA ACG AAC
CGT -3"), ubicado entre el nucleétido 766 al 783.
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Estos iniciadores se seleccionaron de reportes
previos y otros fueron disefiados en el laboratorio
mediante el software Gene Runner 3.05. Las am-
plificaciones por PCR se realizaron en un volumen
final de 50 uL que contenia Tris HCI 10 mM, 2,5
mM MgCl2, 0,2 mM de cada dANTP, 25 pmol de
cada primer (IDT, EE. UU.), 1,25 U de Taq poly-
merasa (Amplitag; Cetus, Perkin Elmer, EE. UU.),
10 uL de muestra o control, y el volumen final se
ajustd con agua. Las amplificaciones se realiza-
ron en un termociclador MJ Research PTC 200,
EE. UU.,, y las condiciones 6ptimas de amplifi-
cacion fueron: un paso de denaturacién por 4
minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos de amplifi-
cacién; cada ciclo consistié de un minuto a 94 °C,
1:00 minuto a 50 °C y 1,30 minutos a 72 °C. El
paso final de elongacion se extendi6 por otros diez
minutos. Los productos amplificados se analiza-
ron en un gel de agarosa al 1,5% y se tifieron con
bromuro de etidio.

Se utilizaron los amplimeros inicialmente obteni-
dos de las diferentes PCR dirigidas hacia la region
E6 y E7 del VPH 58, los cuales fueron purificados
mediante el kit comercial GFXTM PCR (Amers-
han Biosciences). Se realiz6 secuenciacion directa
del ORFE6 y ORF E7, en un secuenciador personal
Amershan Pharmacia Biothec (Seq 4 x 4), con
el kit de secuencia 7-Deaza-dGTP marca Visible
Genetics. Cada mezcla de secuencia contenia:
2,5 ul de buffer de secuencia (Tris HCI 260 mM
a pH 8,3, MgCl, 39 mM), 2,5 pl de un iniciador
marcado en 5’ con Cy 5,5, a una concentracién de
3 uM, 2 ul de DMSO (dimetil sulfoxido), 4 ul de
ADN purificado del producto amplificado, 4 ul
de enzima Thermosequenase TM diluida 1:10 en
buffer Thermosequenase TM, 7 ul de H20 desti-
laday 1,5 ul del ddNTP correspondiente (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP, cada uno de estos contiene
750 uM de cada dATP, dCTP, dTTP, 562.5uM de
dGTP, 185.5uM de 7 —~deaza—-dGTP, y 2,5uM del
correspondiente ddNTP diluido en EDTA O,1
mM, a pH 8,0).

Para cada reaccién de secuencia se realizaron
dos fases de ciclado, uno de 18 ciclos y uno de 15
ciclos en un termociclador PTC 200 Peltier Termal
Cycler (MJ Research). La fase iniciadora de ciclado
incluy6 una denaturacién a 94 °C durante 15 segun-

dos, una hibridacién a 50 °C durante 15 segundos
y una extensién de 70 °C durante 60 segundos. La
segunda fase de ciclado incluyo una denaturacién
de 94 °C durante 15 segundos y una extension de
70 °C durante 60 segundos. La fase iniciadora de
ciclado fue precedida por una denaturacion a 94 °C
durante dos minutos, y la segunda fase de ciclado
fue seguida por una extensiéon de 72 °C durante 2
minutos.

Una vez terminadas las fases de ciclado se
adicioné a cada reaccion 6 ul de formamida y se
realizé una denaturacién a 94 °C; posteriormente,
se pusieron en hielo y se almacenaron a -20 °C,
hasta que se realizé el corrido de la muestra a
1.500 W y 50 °C en geles de poliacrilamida al 6%
(precorridos) (Visible Genetics), utilizando un
secuenciador personal 4 x 4 Amersham Pharmacia
Biotech.

Las secuencias obtenidas con el programa Seq
4 X 4 2.0 se confirmaron mediante BLAST, con
el Genbank. Las variaciones encontradas tanto
de nucleétidos como de aminoacidos se ubicaron
y numeraron segn la secuencia del genoma de
referencia para el virus del papiloma humano 58 o
VPH-58R (15).

Analisis de la carga viral

El método de ensayo inmunoenzimatico o enzyme
immune assay (EIA) puede ser utilizado como un
método semicuantitativo para determinar la can-
tidad relativa de copias virales de ADN de VPH
en los raspados cervicales; la razén de esto es que
existe una relacién de tipo lineal entre la cantidad de
ADN viral y la densidad obtenida en la realizacion
especifica de la EIA. La realizacion de este analisis
ha sido descrito previamente (16).

La carga viral se categorizo en tres categorias:
baja, media y alta. Las muestras con carga viral
baja fueron aquellas que presentaron densidades
opticas por encima del punto de corte hasta un
valor de 0,59; muestras con carga viral media
fueron aquellas que tuvieron densidades 6pticas
entre 0,6 y 1,5, y muestras con cargas virales al-
tas fueron aquellas que presentaron valores por
encima de 1,5.
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Tabla 1. Variantes de los ORF E6 y E7 de VPH 58 de la linea de base obtenidas por el método de secuencia automatica

13 E7

1122333345 566677777777888828
6805067893 93392456669900455

MUESTRAS 9738774828 92846460133813027 CAMBIO DEAA VARIANTE REFERENCIA
n=27 % HPVS8R G CGACCGATA GCTGTTTGGAACCTCTG i a
21 178% O TR R T B R G41R J GEID T307 [ AB94 [ G744 [ ATE1 Chan et al. 2002
3 1% e BARE- 15 = g AT R & s D A T201/ G635 T307 /1632 6744 / AT60 Chan et al. 2002, Wu et al. 2009
1 3% R LR s agerersaaaras T307 / G744 Chan et al. 2002
1 3% B sberas Ae s Asgeshesssases R9K/G41R/GE3D A169 /T307 [ AS99 / A6S4 [ G744 [ AT61 No Reportada
1 37% = & & 5 Ehier = - c s A g AG e GAIR/G6ID/TE4A  T307 / A694 /G744  AT61 [ G763 No Reportada

Nota: Las variantes moleculares de los ORF E6/E7 de VPH 58 fueron encontradas mediante la técnica de secuencia en la linea de base; se incluyen
las diferentes posiciones donde se han reportado cambios de nucledtidos de estos ORF. HPV 58R: secuencia referencia, las letras en minuscula nos
indican cambio de nucleétido que no llevan a cambio de aminoacido, las letras en mayuscula son cambios de nucleétidos que llevan a cambio de
aminoacidos. En los cambios de aminoacidos, la primera letra indican el aminoacido de VPH 58R, la segunda letra indica el aminoacido del cambio,
en referencia incluyen los reportes donde se han reportado las secuencias encontradas, N/A (no amplifica).

Andalisis estadistico

Para este estudio se realizé un anilisis de
presencia de variantes de E6 y E7 de VPH 58,
y su asociacién con carga viral en mujeres con
citologia normal pertenecientes a la linea de base
de la cohorte de Bogota. Asi mismo, se realizé
un anélisis de la eliminacién de la infeccién por
VPH 58 y sus variantes, y su asociacién con
carga viral durante los afios de seguimiento. La
persistencia de una infeccién o variante se mi-
di6 desde la fecha de la infeccion en la primera
visita hasta su eliminacién, asumiendo que este
evento ocurrié en el punto medio entre la dltima
visita positiva y la siguiente visita negativa. El
tiempo de eliminacién de la infeccion por VPH
58 y las variantes se modelé usando el método
de Kaplan-Meier, el cual estima la probabilidad
de eliminacién de la infeccién por VPH 58 como
una funcion de tiempo desde el enrolamiento. Se
utilizo6 el programa estadistico SPSS 17.

Resultados

De las 34 mujeres con infecciones prevalentes
pertenecientes a la linea de base se logré obtener
informacién completa de variantes para la region
E6y E7 en 27 mujeres (79,5%). Todas las muestras
presentaron infeccion Gnicamente con una variante,
ninguna present6 infeccion multiple ni tampoco se
observo en ninguna la secuencia referencia del E6/
E7 VPH 58. Un total de cinco variantes diferentes
se observaron en las muestras pertenecientes a la
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linea de base; la variante de VPH 58 que presenté
la mayor frecuencia fue la T307/A694/G744/A761,
con una frecuencia de 77,8% (21 de 27), seguida
por la variante T307/T632/G744/A760, con una
frecuencia de 11,1% (3 de 27), y las variantes T307/
G744, A169/T307/A694/G744/A761 y T307/
A694/G744/A761/G763, con una frecuencia de
3,7% (1 de 27) cada una de ellas. En la tabla 1 se
presenta la informacion de las diferentes variantes
detectadas.

Andalisis de eliminacion de las variantes de
E6/E7 VPH 58 en mujeres pertenecientes a
la cohorte de Bogota

Durante el seguimiento de las 34 mujeres positivas
se obtuvo un total de 176 exfoliaciones cervicales,
incluidas las pertenecientes a la linea de base. Estas
muestras fueron sometidas a la prueba de tipifi-
cacién de VPH, y se determiné que 54 muestras,
que corresponden al 30,68% (54 de 176), fueron
positivas para VPH 58; de estas se pudo obtener
informacion sobre variantes de ambos ORF en
45 de las 54 (83,3%) muestras, en las restantes 9
(16,6%) no se pudieron determinar las variantes
presentes, debido a la no amplificacién de alguno
o ambos ORF, por lo que se consideraron no in-
formativas.

Los analisis de eliminacién de la infeccién de
las variantes E6/E7 VPH 58 en las mujeres con
infecciones prevalentes se observan modelados en
la grafica de Kaplan Meier de la figura 1. Una mujer
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Figura 1. Persistencia de las variantes moleculares de E6/E7 VPH 58
de mujeres infectadas por VPH 58 pertenecientes a la cohorte de
Bogota

que en la linea de base se le habia detectado la
variante T307/A694/G744/A761/G763 no tuvo
visitas de seguimiento. De las 26 mujeres que
tuvieron visitas de seguimiento, se observo un
ntmero promedio de visitas de 6,5, con un rango
de entre 2-12 visitas. La variante T307/A694/
G744/A761 obtuvo una media de eliminacién de
17,59 meses; la variante T307/G744, de 16 meses;
la variante T307/T362/G744/A760, de 15,78, yla
variante A169/T307/A599/A694/G744/A761, de
3,46 meses. Globalmente, se observa en la grafica
que més del 75% de las variantes se habian eli-
minado antes de los dos afios de seguimiento, y a
los seis afios de seguimiento todas las variantes ya
habian sido eliminadas. Al realizar el test de Log
Rank no se observé una diferencia significativa
entre los grupos (p = 7,25).

El analisis de la carga viral de 54 muestras positivas
para VPH 58 que se recolectaron de las mujeres con
infecciones prevalentes (mujeres de linea base y se-
guimiento) mostré que el 20,37% (11 de 54) presen-
tan carga viral baja, el 25,92% (14 de 54 muestras)
presentan carga viral media y el 53,70% (29 de 54
muestras) presentan carga viral alta. En las nueve
muestras en las que no se obtuvo informacién de la
variante, debido a que no se pudo amplificar los ORF
E6/E7, el 33,3% (3 de 9) presenté carga viral baja,
el 11,11% (1 de 9) presentd carga viral media y el
55,55% (5 de 9) present6 carga viral alta. La tabla 2
muestra la relacién entre las variantes detectadas y
la carga viral en las 45 muestras, con informacién
de variantes.

Discusion

Aunque en los ultimos afios se han comenzado a
realizar estudios para identificar variantes del VPH
58 y algunas de ellas han mostrado asociacién con
un aumento en el riesgo para cancer cervical, todavia
la informacién acerca de su papel en los ambitos
biolégico, inmunolégico y epidemiolégico es muy
poco. Este es el primer reporte que se realiza a
escala mundial en el que se hace un anilisis sobre
la presencia y persistencia de variantes de E6 y E7
de VPH 58 en mujeres con citologia normal en un
estudio de seguimiento.

En este trabajo se observo que un grupo de mues-
tras VPH 58 positivas no presentaron amplificacién
paralaregion E6 y E7, y, por tanto, no se pudo deter-
minar la variante infectante. Dentro de las razones
que pudieron influir en este resultado encontra-
mos el hecho de que la técnica de tipificacién del
VPH (PCR-EIA y RLB) utiliza un amplimero del
ORF L1 de un tamafo de 145 pb, mientras que los
fragmentos amplificados en las PCR en el trabajo

Tabla 2. Variantes en E6/E7 de VPH 58 y carga viral en las mujeres con infecciones prevalentes y su seguimiento

. Carga Viral

Variante - -

Baja (%) Media (%) Alta (%)
T307/A694/G744/A761 8(100) 11 (84,61) 20(83,13)
T307/7632/G744/A760 1(7,69) 2(8,33)
T307/G744 1(4,16)
A169/T307/A599/A694/G744/A761 1(4,16)
T307/A694/G744/A761/G763 1(7,69)
Total 8(100) 13 (100) 24 (100)
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fueron de 521 pb para el ORF E6 y de 335 pb para
el ORF E7, por lo cual la eficiencia de 1a PCR pudo
ser mucho menor (17). Otra posible explicacién
se debe a que las muestras utilizadas pueden tener
procesos de degradacion o fragmentacion del ADN
viral como una consecuencia de la manipulacion y
los periodos de congelamiento y descongelamiento,
debido a que previamente habian sido utilizadas
para la determinacion del VPH, PCR para B-globina
y ensayos para la determinacion de la carga viral.

Ademas, de acuerdo con los ensayos realizados
para la determinacion de la carga viral, se pudo
observar que en algunas de las muestras en las
que no se pudo realizar la amplificacién presen-
tan una carga viral baja, lo que concuerda con la
observacién del trabajo de Wu En-qi de 2009, el
cual sugiere que en algunos casos la baja carga viral
dificulta la deteccién de algunos fragmentos de su
genoma (18). Finalmente, es posible que algunos
fragmentos del ADN viral presenten integracién
o exista disrupcién y pérdida de fragmentos del
genoma viral (18).

Para el virus del papiloma humano tipo 58, los
estudios sobre variantes son pocos y se centran
principalmente en poblaciones asiaticas, donde se
ha reportado una alta frecuencia de infecciones por
este tipo viral. Actualmente, existen muy pocos
estudios publicados en los que se analicen variantes
delos ORFE6yE7 del VPH 58, y fueron realizados
en poblaciones asiaticas. En términos generales,
incluyen analisis de mujeres con algtin grado de
lesién o cancer de cuello uterino; sin embargo, tni-
camente los trabajos de Chan en 2002, Wu En-qi
en 2009 y Chang en 2011 reportan variantes para
ambos ORF (13,18,19). En otros estudios, como el
de Xin y colaboradores en 2001 y Calleja-Macias
y colaboradores en 2005, se reportan variantes
Gnicamente para el ORF E6.

En Latinoamérica, solamente existen dos re-
portes en muestras de Brasil, uno de los cuales
analiz6 el ORF L1 en una muestra proveniente
de una neoplasia (11) y en el otro se analiz6 la
regién LCR, L1 y E6 en ocho muestras, en el que
se observd para E6 una muy baja variabilidad, y
solo se determiné una variacién en la posicion 307
(C aT) (20). Tomando en cuenta que este tipo
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viral es considerado de alto riesgo para la progre-
sién a cancer de cuello uterino, la poca informacién
existente a escala mundial y la ausencia de estudios
para Suramérica, donde este tipo viral ocupa una
alta frecuencia en mujeres positivas para VPH, los
resultados presentados en este trabajo confieren un
gran valor para el conocimiento de las variantes
moleculares. Todo ello, debido a su importancia
como posibles agentes relacionados con la expre-
sién de las oncoproteinas E6 y E7.

Al analizar la frecuencia de las variantes
observadas en las mujeres con infecciones preva-
lentes, se pudo determinar que la variante T307/
A694/G744/A761 fue la de mayor frecuencia en
el 77,8% de las muestras, la cual se correlaciona
con el estudio de Chan y colaboradores en 2002,
donde esta misma variante presenta la mayor fre-
cuencia. La variante T307/T632/G744/A760 se
encuentra como la segunda variante mas frecuente,
y de acuerdo con Chan y colaboradores y Wu y
colaboradores, puede ser asociada con el riesgo de
progresién hacia cancer de cuello uterino, por lo
cual reviste gran importancia su deteccion dentro
de la poblacién (13,18).

Aunque este trabajo se realizé en mujeres con
citologia normal, se resalta la presencia de esta
variante, ya que puede llegar a ser un factor de
riesgo en nuestra poblacién, por lo cual se necesita
analizar su frecuencia en lesiones cervicales de alto
grado y cancer en esta poblacion. Al comparar las
frecuencias obtenidas en las mujeres con infeccio-
nes prevalentes con los resultados obtenidos en el
trabajo de Chan y colaboradores, las dos variantes
de mayor frecuencia en infecciones prevalentes
corresponde también a las de mayor frecuencia
reportadas por el estudio; asi, podemos establecer
que el comportamiento que presentan las variantes
de los ORF E6/E7 VPH 58 en la poblacién china
(provincia de Cantén) y colombiana (Bogot4) res-
ponden a un patrén muy similar. Es importante
sefialar que en ninguna de las muestras analizadas
se obtuvo la secuencia del VPH 58 que se utiliza
como referencia (GenBank D90400), lo que se
correlaciona con la baja frecuencia del VPH 58
referencia, encontrada en estudios desarrollados
en algunas poblaciones asiiticas (12-14,18) y, en
general, a escala mundial (21).
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Es importante resaltar que, de acuerdo con los
trabajos existentes a escala mundial sobre variantes
del VPH 58 en los marcos abiertos de lectura de E6/
E7, las variantes T307/A694/G744/A761/G763 y
A169/T307/A599/A694/G744/A761 no han sido
reportadas con anterioridad, lo cual da gran relevan-
cia al trabajo, pues se establece la presencia de dos
nuevas variantes en el ambito mundial para estas
regiones del VPH 58; adicionalmente, el cambio de
nucleétido A763G genera cambio en la secuencia
de aminoacidos T64A de E7.

Algunos autores consideran que la presencia del
mismo tipo viral a lo largo del tiempo no significa un
fenémeno de persistencia de la infeccién, sino que se
puede tratar de una nueva infeccién con el mismo
tipo viral (22), por lo cual la determinacién de la
variante constituye la tinica manera de realizar la
evaluacién de persistencia. Los resultados obtenidos
en este estudio permitieron corroborar que todas las
infecciones con el VPH 58 persistentes realmente
lo eran al poseer la misma variante molecular a lo
largo de la infeccién, y no se observaron diferen-
cias en el tiempo de eliminacién de las variantes.
Adicionalmente, se observo que mas del 75% de
las variantes se eliminan antes de los dos afios de
seguimiento, informacién de gran importancia en
el conocimiento de la historia natural de las infec-
ciones por VPH 58.

Asi mismo, en el estudio no se observé ningiin
caso de coinfeccién con variantes del VPH 58, lo
cual se correlaciona con los trabajos de las pobla-
ciones asiaticas y en los trabajos sobre variantes del
VPH 16 en los que se reporta una baja frecuencia en
las coinfecciones con variantes de VPH 16, lo que
permite sugerir que las coinfecciones entre variantes
en el ambito mundial es muy baja (9,23,24).

En cuanto al anilisis de carga viral, la mayoria
de las muestras mostraron una carga viral alta, y al
realizar la comparacion entre la carga viral con una
variante especifica no se observan asociaciones sig-
nificativas. En conclusién, cinco diferentes variantes
de E6/E7/VPH 58 fueron identificadas en este
estudio, dentro de las cuales se tiene la descripcién
de dos nuevas variantes. Esta informacion es de gran
relevancia para analisis filogenéticos, epidemiologi-
cos y biolégicos. El analisis de persistencia muestra

que todas las variantes se eliminan antes de los seis
afios de seguimiento y no se observa una clara aso-
ciacién entre la presencia de algunas variantes y la
persistencia de la infeccion.

Dentro de las limitaciones de este estudio se
tienen el bajo namero de muestras analizadasy que
los analisis se realizaron con infecciones prevalentes,
por lo que no es posible conocer el tiempo exacto de
persistencia de una infeccion, informacién que con
el anilisis de casos incidentes seria mucho mas pura.
Sin embargo, el presente estudio tiene la ventaja de
tener un largo tiempo de seguimiento, en el que se
perdieron muy pocos casos; ademis, es el tnico que
hasta el momento ha analizado variantes de E6 y E7
del VPH 58 en un estudio de seguimiento.
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