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1. Introduccidén

1.1 El Agente

Los virus papiloma se encuentran ampliamente extendidos en la naturaleza y se
asocian generalmente a lesiones epiteliales benignas en sus hospedadores naturales. Desde
comienzos de siglo pasado ha sido reconocida la relacion de estos virus con verrugas y
condilomas que aparecen naturalmente en el hombre, en numerosos mamiferos y en algunas
especies aviarias (Carballal y col, 1998).

En la especie humana, los virus papiloma humano (HPV) pueden infectar piel y
mucosas Y estan asociados a lesiones benignas, pre-malignas y a una variedad de carcinomas, en
particular el cancer cérvico uterino (CCU).

Los papilomavirus poseen un DNA de forma circular de doble cadena, son pequefios,
desnudos y de forma icosaédrica, las particulas tienen un tamafio aproximado de 55 nm de
didmetro, conteniendo a un dsDNA de aproximadamente 8,000 pares de bases (pb) de longitud.

Dicho genoma circular puede ser sub-dividido en tres regiones (Figura 1), una region
temprana (E), una tardia (L) y la region larga de control (LCR). La region E contiene al menos
siete marcos de lectura abiertos que codifican para proteinas involucradas en la transcripcion
viral (E2), la replicacion del DNA viral (E1 y E2), la proliferacion celular (E5, E6 y E7) y
posiblemente, algunos pasos tardios en el ciclo viral (E4). La region L comprende dos marcos de
lectura abiertos, L1 y L2 que codifican para las proteinas de la capside.

Debido a que estos virus no son propagables en los cultivos celulares convencionales,
los avances en los estudios virologicos se vieron postergados hasta el advenimiento de las
metodologias de biologia molecular. A mediados de 1970, H. Zur Hausen y colaboradores

publicaron los primeros datos que vinculaban lesiones del cérvix con la infeccion por HPV y en



INTRODUCCION

la década del 80, clonaron y caracterizaron los primeros HPVs a partir de lesiones cervicales.

Figura 1: A: Mapa gendmico del HPV-16. El DNA circular bicatenario tiene una longitud de
7,904 pb. La transcripcién se produce en el sentido de las agujas del reloj. (Adaptado de A.
Cann “Papovarisusses”, Course BS335: Virology. http://www.tulane.edu/-
dmsander/www/335/Papovaviruses.html)

B: Particulas del virus papiloma humano al microscopio electrdnico.

1.2 Taxonomia

Estos virus pertenecen a la familia Papilomaviridae. Actualmente el criterio de
clasificacion de los HPVs se basa en la homologia del gen L1 por ser una region altamente
conservada. Asi, se establece que los HPVs pertenecientes a los grupos de ordenes altos llamados
géneros comparten unos con otros al menos entre un 40-60% de la secuencia de nucle6tidos de
L1.

Los pertenecientes a ordenes menores llamados especies comparten entre 60-70% de

la secuencia y agrupan tipos de HPVs que son genomicamente distintos. Los llamado tipos de
8
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HPV comparten entre un 71-89%, por los que un nuevo tipo viral es introducido cuando éste
difiere en mas de un 10% con la L1 de los tipos conocidos.

Para tipos virales que solo difieren en un 2-10% en la secuencia se ha introducido el

concepto de subtipos y de variante cuando esa diferencia es entre el 1-2%. (Figura 2) (Ethel-
Michele de Villiers y col, 2004).

Genus
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Figura 2: Arbol Filogenetico conteniendo las secuencias de 118 tipos de papillomavirus. E.-
M de Villiers y col/Virology 324 (2004).

En la actualidad hay descriptos mas de 120 genotipos de HPV, aproximadamente 40
son mucosotropos y se encuentran involucrados en infecciones del tracto ano-genital femenino y

masculino, de la mucosa orofaringea y de las vias respiratorias superiores.

Los HPV mucosotropos, se subagrupan segun su potencial oncogéenico en genotipos

de alto riesgo oncogeénico (HPV-AR) los cuales bajo la forma de infeccion persistente pueden

conducir a la transformacion neoplésica; bajo riesgo oncogénico (HPV-BR) cominmente

9
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presentes en las lesiones benignas con minimo riesgo de progresion maligna, y aquéllos de
probable alto riesgo oncogenico (HPV-PAR) cuyo potencial carcinogénico esté aiin en evaluacion

(Tabla 1). (Mufioz y col, 2003; Castle y col, 2010; Bouvard y col, 2009; Schiffman y col, 2009).

Tabla 1: Tipos de HPV

Bajo riesgo (BR) Probable alto riesgo Alto riesgo (AR)
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 26, 53, 66, 68, 73, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
61, 70, 72, 81, CP6108 82 51, 52, 56, 58, 59

1.3 Historia Natural de la Infeccion por HPV

La infeccion por HPV se adquiere por contacto directo entre epitelios; unas de las
principales vias de transmision es la sexual. El periodo de incubacién es prolongado y va de
pocas semanas hasta mas de un afio, con un promedio de tres meses. La evolucién de la infeccion
es variada y puede ser asintomatica, manifestarse como verruga, como lesiones recurrentes o
lesiones invasivas.

La replicacion del genoma, la formacion de la nucleocapside y la maduracion del
virion se producen en el ndcleo de las células epiteliales basales, debido a que el HPV no
compromete células de la dermis porque estas no son metabolicamente activas. (Shors y col,
2009; Longworth y col, 2004).

La infeccion genital por HPV estd ampliamente difundida en la poblacion general, en
especial en los jovenes al inicio de su actividad sexual. Se estima que el 75% de los individuos

sexualmente activos adquieren esta infeccion en algin momento de su vida y mas del 70%
10
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remiten espontaneamente. Si bien sus patrones epidemioldgicos son similares en todo el mundo,
se han sugerido ciertas particularidades geograficas asociadas a las costumbres sexuales y al
nivel socio-cultural, entre otros factores.

En trabajos que intentan explicar el modelo de infeccién por HPV-AR, se ha
evidenciado que durante la actividad sexual, el microtrauma producido sobre el epitelio genital,
en particular en la zona de transformacion del epitelio cervical, permite la exposicion de las
células basales en activa proliferacion al virus facilitando la union entre el receptor de la célula
basal con la proteina de la capside viral L1, a nivel de su extremo carboxi terminal. Figura 3

Una vez unido, se produce la internalizacion del virus al citoplasma de la célula
huésped, a través de los sistemas de endocitosis clatrina o caveolina (Bousarghin y col, 2003).

Posteriormente la capside viral, de 55 nm de diametro, experimenta degradacién en
el citoplasma celular a través de reduccién quimica que ataca los puentes di-sulfuro, originando
capsémeros y monomeros, los cuales son transportados al ndcleo junto a pequefios fragmentos
del ADN viral, pudiendo atravesar los poros nucleares. Con ello el genoma viral y las proteinas
de la céapside participarian en los procesos de transcripcion génica, replicacion del ADN y

maduracion de viriones (Merle y col, 1999; Nelson y col, 2002; Doorbar y col, 2012).

1.4 Patogenia de las enfermedades genitales inducidas por el HPV

El HPV puede afectar a todo el tracto ano-genital, aunque las infecciones localizadas
enel cuello uterino han constituido el principal foco de atencion, particularmente la zona de

transformacion o transicion, sitio donde se retnen los epitelios del ectocervix (plano estratificado

11
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Las particulas del
virus se ensamblan
y el virus se libera.
INFECCION

Canal cervical %i

Capa
escamosa PRODUCTIVA
madura
El virus utiliza células
Capa del huésped para
escamosa replicar el ADN viral y
expresar las proteinas
codificadas
Células
parabasales |
Células .{ El VPH infecta la capa
basales basal epitelio cervical.
Membrana basal
Epitelio
Normal

(Adaptado de Frazer ITH. Nat Rev Inmunol 2004; 4:46-54)

Figura 3: Ciclo de vida del HPV: El virus llega a las células basales a través de microtraumas
generados durante el acto sexual; una vez endocitado produce la infeccién de las mismas,
replica en forma rapida su ADN vy sintetiza sus proteinas utilizando la maquinaria anabolica
celular. Posteriormente las particular virales se ensamblan y liberan, transformando la infeccién
en productiva. Adaptado de Frazer IH. Nat Rev Inmunol 2004; 4:46-54.

no queratinizado) con el del endocérvix (cilindrico simple y muciparo). En la edad reproductiva
es comun el desplazamiento del epitelio endocervical por fuera del orificio ectocervical
anatomico, dando lugar a la ectopia. La actividad sexual y los procesos inflamatorios en general
(tal como la irritacion producida por la acidez vaginal, etc.), producen erosiones en el epitelio,
que son rapidamente reemplazadas por tejidos metaplasicos de cicatrizacion; por esta razén, esta
zona, de activa proliferacion celular, es el blanco preferido del virus y el asiento mas frecuente
de las lesiones pre-neoplasicas y neoplasicas del cuello uterino.

Las principales lesiones del tracto ano-genital inducidas y/o asociadas al HPV son:

12
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a) Condiloma acuminado (del griego “kondylus” que significa “nudillo”): Las verrugas
genitales o condilomas acuminados pueden ser Unicos o maltiples, son visibles a simple vista 'y
se caracterizan por papulas exofiticas de color carne a gris. Su tamafio es pequefio, 1 mm?, aunque
pueden fusionarse alcanzando grandes dimensiones en embarazadas 0 pacientes
inmunocomprometidos. Pueden ubicarse en cualquier sitio de los genitales, aunque generalmente
se observan en cuello uterino, vagina, vulva y pene y en forma ocasional en escroto, ingles y
perineo (Avendafio y col, 2011).

En el cérvix, es frecuente la observacion colposcopica de lesiones condilomatosas, con
papilomatosis menos evidente (condiloma plano). Los condilomas acuminados se asocian
preferentemente a los HPVs tipos 6 y 11, mientras que los condilomas planos presentan una
diversidad de tipos virales distintos, incluyendo HPV-AR.

Las modificaciones morfolégicas cumplen con el patrén de las infecciones productivas ya
descripto anteriormente, pudiendo ser diagnosticado citoldgica e histolégicamente. El riesgo de
malignizacion de estas lesiones es minimo, en general son lesiones autolimitadas, con alto
porcentaje de regresion espontanea o por tratamiento. Cuando los condilomas extensos muestran
aspectos histologicos de invasion destructiva local sin metastasis, suelen denominarse tumores
de Buschke- Lowenstein, carcinomas verrucosos o condilomas gigantes.

b)  Lesiones intraepiteliales: se asocian en su gran mayoria a infecciones subclinicas. Se
solian denominar displasias, pero es menos usado en la actualidad. Incluyen a aquellas lesiones
con alteraciones en la proliferacion, maduracion y diferenciacion celular con atipias de distinta
jerarquia. La graduacion en la clasificacion avanza a medida que las alteraciones morfologicas
propias del espectro neoplasico se hacen mas intensas y comprometen una mayor altura del
epitelio. Asi se establecen displasias leves, moderadas y severas (incluyendo en esta ultima al

carcinoma “in situ”) (Figura 4). En 1973, Richart propuso la denominacién de neoplasia

13
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intraepitelial cervical (CIN, del inglés cervical intraepithelial neoplasia), al sostener la hipdtesis
de una continuidad lesional entre la displasia y el carcinoma “in situ”; asi se distinguieron tres
grados de acuerdo a la severidad de la lesion: CIN I, CIN 11'y CIN I11. En 1988, surgié un nuevo
sistema, conocido como Bethesda (NCI, The 1988 Bethesda System..., 1989), que establecio las
categorias de: células escamosas de significado indeterminado (ASCUS del inglés Atypical
squamous cells of undetermined significance), lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
(L-SIL, del inglés low grade squamous intraepithelial lesion), que se corresponde con el CIN |
y de alto grado (H-SIL, del inglés high grade squamous intraepithelial lesion), que incluye a
CIN 1l 'y CIN Ill-carcinoma in situ. Esta clasificacion fue revisada y actualizada en 2001
(Solomon y col, 2002) y se establecieron nuevos consensos en 2007 (Solomon y col, 2006).

c)  Céancer invasor: es el estadio mas avanzado cuando las células neoplasicas invaden el
estroma mediante la ruptura de la membrana basal; se subclasifica de acuerdo al grado de
invasion y la distribucion y compromiso neoplasico de los vasos subepiteliales.

La nomenclatura en patologia cervical ha variado notablemente con el correr del
tiempo, desde la primitiva clasificacion de Papanicolaou en grados | al V, hasta la Gltima
propuesta de Bethesda, sistema de clasificacion diagnostica cito-histologica que actualmente
prima.

La infeccion asintomatica y la presencia de verrugas o condilomas son las formas
clinicas mas comunes. Ser portador de una infeccion por HPV no implica que se vaya a
desarrollar una lesion maligna; la mayoria de las infecciones (alrededor del 80%) son
“transitorias” y revierten espontadneamente, sobre todo en mujeres menores de 30 afios ya que el
virus es controlado por el sistema inmune del propio organismo. Solo alrededor del 10% de las
infecciones se tornaran “persistentes”, siendo éste el primer paso requerido para una eventual

carcinogeénesis.

14
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Infeccion transitoria Infeccion persistente

Infeccion Progresion Invasion
Cérvix normal Sonvix Laslon —p Cancer
< infectado <«——— Precancerosa
Eliminacién Regresion (HSIL 6 CIN 2/3)

(Adaptado de Schiffman y col., 2007)

Figura 4. Historia natural de la infeccidn por HPV y desarrollo de cancer cérvico-uterino. En
la parte superior pueden observarse fotos correspondientes a citologias exfoliativas del
cérvix (tincién de Papanicolaou) y debajo fotos tomadas durante exdmenes colposcopicos
del cuello uterino. En ambos casos, la gravedad de las lesiones crece hacia la derecha
(Adaptado de Schifman y col, 2007).

El ASCUS vy las L-SIL son lesiones mayormente producidas por infecciones
transitorias de HPVs-BR y HPVs-AR, sin predominio marcado de uno u otro tipo en particular,
no dejando secuelas onco-patogénicas. Las H-SIL son generadas por infecciones persistentes de
tipos de HPVs-AR que no pudieron ser controlados por el sistema inmune, y tienen riesgo de

progresar a lesiones graves del cuello uterino (carcinoma in situ y cancer invasor).

1.5 Potencial oncogénico viral

El potencial oncogénico de los virus papiloma ha sido estudiado desde hace décadas
gracias a modelos animales que han demostrado su asociacion con el desarrollo de lesiones
malignas, tanto en sus hospedadores naturales como en heter6logos.

15
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Las primeras sospechas del potencial oncogénico de los HPV en humanos datan de
la década de 1950 (Jablonska y col, 1957), cuando se observé que la epidermodisplasia
verruciforme, enfermedad dermatoldgica rara, caracterizada por lesiones verrugosas en toda la
superficie del cuerpo, podia desarrollar cancer de piel en aquellas placas ubicadas en zonas
expuestas a la luz solar. En 1978 se demostrd que estas lesiones contenian HPV tipos 5y 8 (Orth
y col, 1978). Aprincipios de la década de 1970, surgieron las primeras teorias sobre la asociacion
de HPV con el cancer de cérvix (Zur Hausen y col, 1976) y a partir de 1983, diversos tipos virales
comenzaron a ser identificados a partir de biopsias de carcinomas cervicales (Durst y col, 1983;
Boshart y col, 1984). Actualmente se estima que alrededor del 15% de los canceres humanos (9
millones de nuevos casos en el mundo, en 1990) estan asociados a agentes infecciosos,
correspondiendo cerca de la tercera parte de ellos al HPV.

La Agencia Internacional de Investigacion sobre Céancer (IARC, Lyon, Francia) ha
establecido que existen evidencias suficientes para considerar que los HPV-AR, en particular los
tipos 16 y 18 son carcinogénicos en humanos; esta afirmacion estd sustentada en hallazgos
epidemiolégicos y experimentales (Mufioz y col, 2006). Los datos epidemioldgicos disponibles
indican que la asociacion entre la infeccion por ciertos tipos de HPV y el cancer de cérvix cumple
con los criterios establecidos de causalidad, dicha asociacion es fuerte, consistente y temporal.

Las principales evidencias biologico-experimentales que apoyan el rol etioldgico del
HPV en el cancer de cérvix son:

a) Tipos virales de “alto riesgo oncogénico”: en el 100% de biopsias de canceres de cérvix
se ha detectado ADN de los HPV-AR (principalmente los tipos 16 y 18). Figura 5. Esto ha sido
corroborado también en lineas celulares humanas, provenientes de carcinomas de cérvix, tales
como HelLa (que contiene secuencias de HPV 18) y CaSki y SiHa (que contienen secuencias de

HPV 16). Por lo que se considera que la infeccidn con estos virus es condicidn necesaria para el
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desarrollo del cancer (Walboomers y col, 1999).

b) Oncogenes virales E6 y E7: Los HPV poseen en su genoma secuencias con capacidad
transformante: los oncogenes E6 y E7. Son considerados los genes més importantes en la
estimulacion de la proliferacion y la transformacion celular. Por esta razon estos virus, en
particular los de alto riesgo, tienen la capacidad de inmortalizar in vitro fibroblastos y
queratinocitos cervicales humanos, los cuales, después de sucesivos subcultivos son
tumurogenicos cuando se inoculan en ratones atimicos (McDougall y col, 1994). Figura 5.

c) Estado fisico del ADN viral en la célula infectada (episomal o integrado): La mayoria
de los céanceres de cérvix y las lineas celulares derivadas de estos tumores, contienen el ADN
viral integrado al genoma celular. Este proceso de integracion involucra la ruptura del gen viral
E2, conduciendo a la pérdida del control en la expresion de E6 y E7 y a la desestabilizacion del
genoma celular. Si bien la integracion viral en los cromosomas es al azar, en muchos casos se
han identificado en la proximidad de “sitios fragiles” 0 de oncogenes celulares (ras, myc, raf,
etc.) promoviendo su activacion. Este proceso puede implicar la pérdida de algunos genes virales,
aunque se conservan los oncogenes E6 y E7. Contrariamente, en las lesiones benignas el genoma
viral permanece en su forma original de ADN circular cerrado y episomico, con activa
produccioén de proteinas virales de capside L1 y L2 y con inhibicion de las proteinas E6 y E7.
(Tonon'y col, 2001). Figura 5

d) Expresion de los oncogenes virales E6 y E7: En tumores, lineas celulares derivadas de
carcinomas de cérvix y celulas transformadas in vitro por HPV, no solo se detecta la presencia
de estos genes virales, sino que, ademas, estan expresadas las oncoproteinas E6 y E7. Esta
expresion seria un requerimiento para el inicio y el mantenimiento del fenotipo maligno (Stoler

y col, 1992).
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Figura 5: Mecanismo de induccién oncogénica por el virus del papiloma humano, K Miinger. 2004.
A) Representacion esquematica del genoma circular de doble cadena del HPV 16. Se observan la region
larga de control (LCR), los genes tempranos (E) y tardios (L) y el promotor temprano mas importante
(P97) sefializado con una fecha. En esta representacién la transcripcion se produce a partir de una sola
hebra y en sentido horario. B) Representacién esquematica de un fragmento minimo del genoma del
HPV 16 (rojo), luego de la integracién con el genoma de la célula huésped (azul). Luego de la integracion
los genes E6 y E7 se expresan constantemente, mientras que el resto pueden haber sido eliminados.

e) Interaccién de las oncoproteinas virales con proteinas celulares supresoras tumorales:
Se demostrd “in vitro” que las oncoproteinas E6 y E7 de los HPVs-AR presentan la propiedad
de unirse con alta afinidad a las proteinas celulares supresoras tumorales p53 y pRB (proteina
del retinoblastoma), respectivamente; esto originaria una inestabilidad genética sostenida que
induciria la conversién maligna.

La p53 controla la proliferacion celular y evita la fijacion de errores en el ADN, frenando el ciclo
celular; permitiendo la reparacion del mismo ADN o induciendo la apoptosis (muerte celular
programada) cuando el dafio es irreversible. La oncoproteina E6 no solo se une a p53 sino que
ademas la degrada; conduciendo a la acumulacion de mutaciones al impedir su normal
funcionamiento (Kessis y col, 1993).

La pRB y sus proteinas asociadas p107 y p130 ejercen un control negativo del ciclo celular. Su
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uniéon con E7 perturbaria su accionar normal, liberando al factor transcripcional E2F y
conduciendo a un aumento de la proliferacion (Minger y col, 1989).

f)  Porotro lado, E6 es capaz de estimular la actividad telomerasa, vinculada con el crecimiento
neoplésico. Los telomeros son unidades repetitivas cortas de ADN, que aportan estabilidad al
extremo de los cromosomas eucaridticos. La telomerasa es una transcriptasa reversa que adiciona
secuencias, impidiendo el acortamiento de los teldémeros. En las células somaticas normales, la
telomerasa esta inactiva y los telémeros se van acortando en los sucesivos pasajes; esto conduce
a un aumento de la inestabilidad genética, lo que detiene el crecimiento y progresan hacia la
senescencia. Por el contrario, en las células germinales, la telomerasa esta activa, estabilizando
la longitud del telémero.

En las células inmortalizadas in vitro por HPV-AR: las interacciones E6-p53 y E7-pRB conducen
a la prolongacién del ciclo celular, superando la senescencia normal. En el punto de crisis de la
proliferacion, la activacién de la telomerasa inducida por E6 seria clave para la supervivencia de

la célula, conduciendo a una proliferacion indefinida (McDougall y col, 1999) Figura 6.

1.6 Co-factores asociados a la oncogénesis por HPV

Los estudios epidemiologicos han demostrado que la infeccion por HPV es una
condicion necesaria pero no suficiente para la génesis del tumor. La infeccion persistente por
HPV-AR, es considerada como el de principal factor de riesgo para el desarrollo del CCU.

Pocas mujeres infectadas, eventualmente desarrollan lesiones precancerosas y CCU
por lo que se ha establecido la influencia de otros factores asociados al hospedador que pueden

afectar el curso de la infeccion (Castellsagué y col, 2002), entre ellos cabe destacar:

a) Estado inmune: la respuesta inmune mediada por células constituye la principal via de

control y eliminacion de la infeccion por HPV. En los distintos individuos se expresan formas
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diferentes de los antigenos leucocitarios humanos (HLA), responsables de la amplia diversidad

1 Telomere Erosion

vitro, para la generacién de

en la seleccion y presentacion de péptidos correspondientes a un determinado antigeno viral. Los
haplotipos HLA de un individuo en particular podrian influenciar el curso de la historia natural
de una infeccion por HPV, pudiendo ser uno de los determinantes de la regresion, persistencia o
progresion de las lesiones cervicales. Datos publicados sugieren que ciertos haplotipos de los
HLA se encuentran mas frecuentemente en pacientes con lesiones severas por lo que se
consideran “predisponentes” , mientras que otros detectados en mujeres infectadas que no
desarrollaron lesiones serian haplotipos “protectivos” (Eiguchi y col, 2008; Stanley y col, 2009).
b)  Multiparidad: Se ha encontrado una relacion directa entre el elevado numero de embarazos
de término y el riesgo de CCU (Castellsagué y col, 2002), esto podria deberse a efectos
traumaticos, hormonales e inmunoldgicos que exponen la zona de transformacion, facilitando de

esta manera la persistencia de la infeccion viral, primer paso a la carcinogénesis.
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c) Anticonceptivos orales (ACO): Las hormonas esteroides (estrégenos y progesterona), en
su forma natural o sintética, son muy utilizadas en los esquemas de reproduccion asistida,
anticoncepcion y como terapia de reemplazo hormonal en la posmenopausia (Castro Romero y
col, 2011). Estas hormonas desempefian una funcion muy importante en diversos procesos
bioldgicos y su uso prolongado por més de 5 afios podria ser un cofactor que incrementase el
riesgo de CCU en mujeres infectadas por HPV-AR (Moreno y col, 2002). Otros autores proponen
que tras un diagnostico de displasia, en aquellas mujeres que consumen anticonceptivos orales,

la progresién a carcinoma in situ es mas rapida (Moreno y col, 2002).

No hay muchos datos disponibles sobre las posibles causas de este efecto, aunque existe cierta
evidencia por experimentos in vitro, de la promocidn por parte de las hormonas, de la integracion
del genoma viral al genoma del hospedador, llevando a la desregulacion en la expresion de las
proteinas E6 y E7. Ademas existen datos en modelos animales que demuestran un mecanismo
sinérgico entre la exposicién prolongada a ACO y la expresion de oncogenes de HPV16 (Elson
y col, 2000).

b) Tabaquismo: La influencia del tabaquismo en el desarrollo del CCU tuvo controversias;
sin embargo actualmente se acepta, que aumentaria 3 veces el riesgo de padecer la enfermedad
comparado con las mujeres no fumadoras y se ha documentado que existe una fuerte relacion
entre la disminucién del tamafio y la gravedad de las lesiones intraepiteliales y la reduccién o
abandono del habito de fumar (Szarewski y col, 1996; Serrano y col, 2004).

Se ha propuesto la hipétesis de que los carcindgenos procedentes del consumo de tabaco, nicotina
y cotinina, al ser transportados por el sistema circulatorio y llegar al epitelio cervical, puedan
iniciar o actuar como co-carcindgenos en las células ya afectadas por agentes transformantes.
Otros autores atribuyen el potencial carcinogénico a la disminucion de la habilidad del

hospedador de establecer una adecuada respuesta inmune local, debido a una disminucién de
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celulas de Langerhans (Hildesheim y col, 2001; Szarewski y col, 1998; Prokopczyk y col, 1997,

Yang y col, 1996).

C) Asociacion con otras infecciones de transmision sexual: La co-infeccion del HPV junto
a otros agentes de transmision sexual, aumenta la respuesta inflamatoria local, lo que conlleva a
un incremento del trauma producido sobre el epitelio y una disminucion en su capacidad de
reparacion. Se ha demostrado cierta asociacion entre CCU con algunas enfermedades de
transmision sexual como sifilis o blenorragia (Bosch y col, 2002), asi como también en HSV tipo
2 y Chlamydia trachomatis (Delucay col, 2011).

Adicionalmente, la co-infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) aumentaria
hasta cinco veces la probabilidad de desarrollar neoplasia cervical, frente a la mujeres no

infectadas con VIH (Marais y col, 2012).

1.7 Epidemiologia de la infeccion por HPV y del CCU

Esta patologia representa el segundo cancer mas comun en mujeres en todo el mundo;
se detectan anualmente 529.000 nuevos casos, con 275.000 muertes, presentandose el 85% de
estos casos en paises en vias de desarrollo (Crown y col, 2012).

De acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Salud, en Argentina se diagnostican
cada afo aproximadamente 4000 casos nuevos de CCU y mueren aproximadamente 1800
mujeres a causa de la enfermedad (Prevencion del Cancer Cervicouterino. Instituto Nacional del
Cancer, 2011).

Su tasa de incidencia en 2008 era de 17,5/100.000 mujeres y la tasa de mortalidad,
ajustada por edad, de 7,4 muertes/100.000 mujeres (segun estimaciones de la IARC, Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer).
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La distribucién de la enfermedad y sus consecuencias para la salud de la mujer en la
Argentina no es homogénea, varia segun la Provincia, segun el Programa Nacional de Prevencion
de Céancer Cervicouterino (PNPCC) en base a datos aportados por la Direccion de Estadisticas e
Informacion en Salud (DEIS), es mas elevada en poblaciones con menor nivel de desarrollo
socio-econdmico, por ejemplo, las tasas de mortalidad entre 2005 y 2009 fue de 18,4/100.000
mujeres en Formosa, mientras que los indices mas bajos se encuentran en la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires con 3,9/100000 y Chubut 4,5/100000 mujeres. La provincia de Rio Negro se
encuentra en un rango medio de la tasa nacional con 10,8 muertes cada 100000 mujeres (Fuente:
Ministerio de Salud de la Nacién).

Numerosos estudios han demostrado que los distintos tipos de HPV pueden
distribuirse con diferente predominio segun la regién geografica y el diagndstico cito-histolégico,
entre otros factores.

En mujeres con citologia cervical normal, la positividad para HPV oscila entre 10 y
15% a nivel mundial. Se puede identificar una amplia variedad de tipos virales, el HPV-16 en
general, ocupa el primer lugar, aunque sin un predominio marcado (Bruni y col, 2010), el Unico
estudio de prevalencia de la infeccion por HPV en la Argentina con base poblacional se realizé
en la ciudad de Concordia provincia de Entre Rios, arrojando una prevalencia de infeccion del
17,7% entre mujeres sexualmente activas (Matos y col, 2003).

Los tipos de HPV detectado en lesiones de cuello uterino varia segun la gravedad de
la lesion. En las L-SIL, HSIL y CCU, la positividad general para HPV es virtualmente del 100%;
sin embargo, en la practica este valor oscila entre 80 y 100%, debido principalmente a cuestiones
metodoldgicas y/o sobre diagndstico. En las L-SIL, pueden encontrarse gran diversidad de tipos
virales, siendo el HPV-16 el mas frecuente (26.3%), seguido de HPV-31 (11.5%), HPV-51

(10.6%) y HPV-53 (10.2%) (Clifford y col, 2005). En las H-SIL, el espectro de tipos virales es
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maés restringido, con predominio de los HPV-AR, en especial 16 y 18 (50%) (Ciapponi y col,
2011).

En los CCU, los tipos virales que ocupan el primero y segundo lugar son los HPV-16
y HPV-18, respectivamente, alcanzando juntos alrededor del 70% en las neoplasias a nivel
mundial (de Sanjosé y col, 2005). En América Latina y el Caribe, el mayor meta-anélisis
realizado que incluyé méas de 5.500 CCU confirmo este hallazgo, siendo los siguientes tipos los
més comunes: 31, 45, 33, 52, 58 y 35, estos sumados a 16 y 18 son responsables del 86,5% de
este tipo de neoplasia en la region (Ciapponi y col, 2011).

Ademas del CCU los HPV también se vinculan con el desarrollo de neoplasias extra-
cervicales, tales como los canceres vaginal y vulvar (aprox 70%), pene (aprox 60%), ano (aprox
90%), cabeza y cuello, en especial los orofaringeos (cavidad nasal, glandulas salivales,
amigdalas, lengua, boca, (aprox 60%)) (Fuente: Centers for Diseases Control and Prevention:

http://www.cdc.gov/cancer/hpv; consultado 27/03/2015).

1.8 Deteccidn y tipificacion viral

Al no disponer de cultivos celulares convencionales que permitan la propagacion de
los HPV, las pruebas actualmente en uso para su estudio se basan en la deteccion de los &cidos
nucleicos del virus, por técnicas de biologia molecular. Esta disponible una amplia variedad de
formatos que incluyen la deteccion de ADN, ARN mensajero (ARNm), sistemas que detectan

grupos de HPV-AR y los que identifican tipos virales especificos (Chan y col, 2012).

El criterio de seleccion del metodo se debe realizar teniendo en cuento los objetivos
que se persigan, ya sea para investigacion epidemioldgica o bien para uso clinico, en la patologia

cervical. Existen dos conceptos importantes a tener en cuenta para realizar la mejor eleccion:
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sensibilidad clinica y sensibilidad analitica.

La sensibilidad analitica hace referencia a métodos capaces de detectar cualquier
infeccion independiente de la presencia o no de lesiones. Dichos métodos son utiles para la
deteccion precisa y altamente sensible del HPV y su genotipificacion. Una vez iniciada la
vacunacion estas técnicas son cruciales en la vigilancia del virus, permitiendo evaluar el impacto
de la vacuna sobre la prevalencia de los tipos virales incluidos en la misma, identificacion de

posibles protecciones cruzadas o discriminacion de infecciones multiples.

Por otro lado el concepto de sensibilidad clinica se utiliza para referenciar a aquellos
métodos que detectan la presencia del HPV asociado a una enfermedad relevante. Estas técnicas
moleculares de tamizaje viroldgico son las recomendadas para el diagnoéstico y manejo clinico

de la patologia cervical (Picconi, 2013).

1.8.1 Uso clinico de las pruebas de deteccion de ADN de HPV

En la practica clinica existen indicaciones consensuadas para el uso de las pruebas
de ADN para el diagnostico; debiéndose tener en cuenta que las mismas se encuentren validadas

para tal fin.
La deteccion de ADN viral es de utilidad en:

a)  El esclarecimiento de citologias atipicas de significado indeterminado (ASCUS). Esta
entidad implica cambios atipicos en las células escamosas de cuello uterino; si bien ASCUS no
significa enfermedad resulta importante su esclarecimiento, pues puede asociarse a una citologia

normal o a una lesion precancerosa.

b) Seguimiento de mujeres con resultados citolégicos anormales que resultaron negativas
para colposcopia/biopsia inicia; la deteccion permite detectar mujeres con mayor riesgo de
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desarrollar lesiones graves.

c)  Control post tratamiento de lesiones severas (H-SIL). Las mujeres sometidas a tratamiento
por ablacion o conizacion deben ser monitoreadas después del tratamiento. Datos actuales
aseguran que las pruebas moleculares detectan enfermedad residual o recurrencia mas

rapidamente y con mayor sensibilidad que el seguimiento citoldgico.

d)  Tamizaje primario en mujeres a partir de los 30 afios, para detectar lesiones precursoras de
CCU, estas pruebas presentan numerosas ventajas frente al tamizaje citologico. Son pruebas
sensibles, altamente reproducibles, objetivas y particularmente su rasgo mas importante es su
elevado valor predictivo negativo, que permite confiar con un alto grado de seguridad que la
mujer no tiene HPV ni ninguna enfermedad asociada al mismo, permitiendo de esta manera

ampliar el intervalo de tamizaje espaciando los controles al menos 5 afios (Picconi, 2013).

En nuestro pais, entre las pruebas validadas para uso clinico aprobadas por ANMAT
se encuentran, la Captura Hibrida 2 (HC2) HPV DNA Test de la empresa Qiagen y el ensayo
para ADN HPV-AR con genotipificacion de HPV16 y 18 Cobas 4800 HPV Test de la firma

Roche Molecular Systems.

1.8.2 Aplicaciones en epidemiologia y vigilancia laboratorial

Dada la cantidad de tipos de HPV, para su identificacion individual tanto en la
investigacion epidemiologica como en la vigilancia laboratorial, se requieren técnicas de
suficiente sensibilidad y capacidad de discernimiento entre relativamente pequefias diferencias
de secuencias genomica. Desde que se iniciaron las investigaciones en este campo, a fines de
1970, la cantidad de tipos de HPV identificados ha aumentado notablemente, pero también las

técnicas de biologia molecular han ido perfeccionandose. Actualmente existen variados sistemas
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de genotipificacion, comerciales y artesanales. Los primeros son aun sumamente costosos, 1o que
ha limitado mucho su uso; por otro lado, los sistemas artesanales exigen una rigurosa
estandarizacion que permita conocer la sensibilidad con que se trabaja y establecer una adecuada

reproducibilidad que asegure la calidad de los resultados obtenidos.

Estas técnicas debidamente validadas para el fin analitico, son de vital importancia
también para evaluar el impacto de la vacunacion a través de la vigilancia virologica y para la

continuidad en los estudios de prevalencia de genotipos en las distintas poblaciones.

Se recomienda que los laboratorios que hagan estos estudios cuenten con manuales
de procedimientos y con la certificacidn internacional establecida por los controles de calidad de
la Red Global de Laboratorios de HPV (WHO HPV Lab-Net) perteneciente a la OMS. Estos se
basan en paneles con muestras que contienen infecciones simples y multiples, con variado
numero de copias (5-500 copias), que abarcan alrededor de 40 tipos virales que infectan las

mucosas (Picconi, 2013).

1.9 Prevencion:

1.9.1 Primaria: Vacunas

En la actualidad existen dos vacunas contra HPV que han sido licenciadas en més de
120 paises, incluyendo la Argentina (Lowy y col, 2006). Ambas estan basadas en el sistema de
particulas similares a virus (VLPs). Una es bivalente (Cervarix; GlaxoSmithKline), dirigida
contra HPV-16 y HPV-18 (responsables de alrededor del 75% de los casos de CCU a nivel
mundial), licenciada por la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica de Argentina (ANMAT) en marzo 2008; la otra es tetravalente (Gardasil; Merck Sharp

& Dohme), dirigida contra HPV-16, -18, -6 y -11 (estos dos ultimos causantes de lesiones
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cervicales, verrugas genitales y condilomas) licenciada por ANMAT en octubre 2006.

En Argentina, la Direccion Nacional de Control de Enfermedades
Inmunoprevenibles (Ministerio de Salud de la Nacion) introdujo la vacuna bivalente en el
Calendario Nacional de Vacunacion, en octubre de 2011, gratuita y obligatoria para nifias de 11
afios. Dado que la mayoria de las mujeres se infecta con el HPV en el comienzo de su vida sexual,
para lograr mejores resultados se definid esta edad a fin de vacunar a las nifias antes de tomar
contacto con el virus. A partir de 2014, se cambid por la tetravalente, debido al beneficio

adicional de la prevencién de condilomas, producidos mayoritariamente por HPV 6 y 11.

En el marco de una infeccion inmunoprevenible, la OMS ha iniciado una Red Global
de Laboratorios de HPV (WHO HPV LabNet) para armonizar a los laboratorios de virologia a
nivel mundial a fin de organizar una efectiva vigilancia viroldgica. Asi se podra diagramar una
correcta politica de implementacion y tener herramientas para evaluar el impacto de la
vacunacion, incluyendo, entre otras cosas, la confirmacion de la proteccion cruzada con otros
genotipos no incluidos en las formula vacunal y el esclarecimiento del posible reemplazo de los
genotipos de alto riesgo ahora més frecuentes por otros tipos de alto riesgo de menor prevalencia

no prevenibles por la vacunacion (Eklund y col, 2012).

1.9.2 Secundaria: Tamizaje

Segun estudios de la OMS, el tamizaje sigue siendo una herramienta esencial en la
prevencion del CCU. A pesar de la disponibilidad de vacunas confiables y seguras, el tamizaje
es necesario, debido a que las dos vacunas de actual uso masivo protegen, contra dos de los HPV-
AR responsables de la mayoria de los CCU. Ademas ha de tenerse en cuenta que dado lo reciente
de la vacunacion, existe una mayoria de mujeres adultas que no han sido beneficiadas por la

inmunizacion.
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En la mayoria de los paises desarrollados el uso de la citologia (Papanicolaou, PAP),
aplicada en programas organizados de deteccion, ha logrado disminuir el porcentaje de muertes
por CCU (Arbyn y col, 2009; Sasieni y col, 1999; Hakama y col, 1988). Este no ha sido el caso
de América Latina, donde a pesar de la disponibilidad de la prueba de PAP, alrededor de 32.000
mujeres mueren cada afio por esta neoplasia (Ferlay y col, 2004). Esto podria deberse
principalmente a la baja sensibilidad de la prueba, a la baja cobertura y al elevado porcentaje de
mujeres con anormalidades citoldgicas que no son evaluadas y/o tratadas adecuadamente

(Almonte y col, 2010).

Hacia la década de los "90, se comenzaron a evaluar técnicas de tamizaje alternativas,
maés precisamente la deteccion del ADN del HPV. La precision y validez de esta metodologia ha
sido puesta a prueba en varios estudios, demostrando ser mas sensible que la citologia, con un
valor predictivo negativo cercano al 100%, lo que permite confiar con un alto margen de

seguridad que las mujeres con un resultado negativo para esta prueba no tienen HPV.

Sin embargo esta técnica mostr6 un menor valor predictivo positivo, ya que podia
resultar positiva en mujeres portadoras de infecciones transitorias o de bajo riesgo, esta menor
especificidad hace necesaria la aplicacion de una segunda prueba de triaje para las mujeres que

resulten positivas, con el fin de identificar a las portadoras de una lesion precursora de CCU.

En las mujeres positivas para la prueba de HPV, las pruebas alternativas que podrian
aplicarse para completar el triaje podrian ser: citologia de buena calidad, inspeccion visual o
biomarcadores moleculares. Estos ultimos son técnicas que detectan indicadores directos de
expresion de oncogenes como el ARNm de las proteinas E6 y E7; o técnicas que detectan

proteinas marcadoras de proliferacion celular aumentada.

En la Argentina, el Programa Nacional de Prevencién de CCU (Instituto Nacional
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del Céncer, Ministerio de Salud de la Nacidn), tiene como principal eje de accion: mejorar la
accesibilidad y la cobertura del tamizaje de mujeres entre 30 y 64 afios. Actualmente el Programa
se encuentra migrando progresivamente, del tamizaje citologico por PAP; al tamizaje viroldgico
molecular por técnicas validadas para uso clinico. Esto, sumado a la implementacion de la vacuna

pretende alcanzar una prevencion més eficiente e integral de esta enfermedad.

Este cambio ha comenzado por las provincias méas afectadas por esta patologia,
implementandose como prueba piloto primero en la provincia de Jujuy en 2011 y continuando

en 2014 con las provincias de Misiones, Tucuman, Catamarca y Neuquén.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la infeccion genital por HPV, a través del estudio de
los virus circulantes en mujeres de la ciudad de Viedma, provincia de Rio Negro. Dada la
diferente conducta epidemioldgica de los HPVs de bajo y alto riesgo, el conocimiento de la
distribucion de los tipos de HPV en distintas regiones geograficas contribuira a la optimizacion

de la prevencion y control de las enfermedades asociadas.

2.2 Objetivos particulares

®  Determinar la prevalencia de los genotipos de HPV que infectan el tracto ano-genital en

muestras normales y de lesiones de distinto grado de severidad.

®  Discriminar todos los genotipos posibles en infecciones multiples.

®  Analizar factores de riesgo de la infeccion por HPV.

®  Correlacionar los datos virolégicos con la informacidn clinica y cito-histolégica.



MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS:

3.1 Poblacion estudiada

El presente es un estudio observacional descriptivo de corte transversal. Fue
realizado en la ciudad de Viedma, capital de la provincia de Rio Negro; esta ciudad esta situada
al este de la misma, a 30 Km de la costa atlantica. Se encuentra muy vinculada a la ciudad
bonaerense de Carmen de Patagones separada so6lo por el rio Negro, formando la Comarca
Viedma-Patagones con una poblacion total de 73.322 habitantes segun datos del Censo Nacional

2010.

Se estudiaron pacientes concurrentes al Servicio de Ginecologia del Hospital
Regional Artemides Zatti, provenientes de Viedma y de varias Localidades cercanas, tanto

Carmen de Patagones como del interior de la provincia de Rio Negro.

Las mismas, fueron invitadas a participar por el médico ginecélogo durante la
consulta de control. Aprovechando la oportunidad de toma de PAP, se ofrecio la posibilidad de

la participacion voluntaria y consentida en el presente estudio.

Las participantes firmaron un consentimiento donde se incluian detalles del estudio
y riesgos y beneficios asociados con su participacion, asegurandosele la confidencialidad de la

informacion.

Posteriormente el médico realizd una entrevista donde procedié a completar una
planilla epidemioldgica, que incluyé datos sobre: nivel de estudios y socioeconomico,
caracteristicas del comportamiento sexual y reproductivo, historial médico, utilizacion de

anticonceptivos orales y habito de fumar.



MATERIALES Y METODOS

En el estudio participaron los Servicios de Laboratorio, Area Virologia y Biologia
Molecular; Servicio de Tocoginecologia y Servicio de Anatomia Patoldgica pertenecientes al
Hospital Regional Artemides Zatti; ademés se contd con el apoyo y activa participacion del
Servicio de Virus Oncogénicos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) que
es el Laboratorio Nacional y Regional (OPS/OMS) de Referencia de HPV, dependiente de la
Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) “Carlos G. Malbran”

(Buenos Aires).

3.2 Recoleccidén de muestras estudiadas

Las muestras fueron recolectadas, entre junio del 2012 y diciembre de 2013, por
médicos del Servicio de Ginecologia segin normas establecidas por el Servicio de Virus
Oncogénicos del Instituto Malbran detalladas en el Anexo I. Fueron rotuladas especificando
Nombre, Apellido y N° de Historia Clinica; en ese mismo momento se complet6 la Ficha
Epidemioldgica descrita en el Anexo 11y se entreg6 a la paciente el Consentimiento informado

para su firma.

Para la toma de las células cérvico-vaginales, se utilizaron cepillos especiales (tipo
“cytobrush’) que fueron sumergidos en tubos conicos de 15 ml con tapa a rosca conteniendo 1,5
ml de buffer PBS (pH 7,4) estéril. Conjuntamente con la muestra viroldgica, se tomo otra para la

realizacion el examen citoldgico por PAP.

Se incluyeron un total de 174 muestras, 160 muestras frescas y 14 biopsias fijadas
embebidas en parafina, los resultados cito-histolégicos aplicando el criterio Bethesda 2001
(Solomon y col, 2002) fueron los siguientes: citologia normal (N-SIL) (n=110); ASCUS (n=12);

L-SIL (n=19); H-SIL (n=30); CCU (n=3).
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3.3 Estudios virologicos

3.3.1 Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

Las muestras de células cervicales frescas, fueron agitadas enérgicamente con Vortex
a fin de liberar las mismas del cepillo y optimizar su resuspension, luego fueron centrifugadas a
4.400 x g durante 15 minutos y el pellet se transfirio a un tubo tipo Eppendorf de 1,5 mi
debidamente identificado. Se almacenaron a -20° C hasta su procesamiento segin normas

establecidas por el Servicio de Virus Oncogénicos del Instituto Malbran en el Anexo 2.

Posteriormente las células provenientes de cepillados cervicales fueron sometidas a
digestion con buffer suplementado con proteinasa K, a fin de obtener el extracto crudo de la

muestra (Sambrook y col, 1989).

En los casos de las biopsias, se procedio de la siguiente manera: en el Servicio de
Anatomia Patologica, a partir del taco de tejido fijado y embebido en parafina se realizaron 5
cortes histologicos de alrededor de 10 um, se recogieron en tubos estériles tipo Eppendorf y se
remitieron al laboratorio acompafiados de su respectiva identificacion. Se tuvo extremo cuidado
en la limpieza de la cuchilla del micr6tomo entre una muestra y otra para evitar contaminaciones
cruzadas. La parafina fue eliminada mediante un tratamiento sucesivo con diferentes solventes y
luego los cortes histologicos fueron digeridos con el buffer suplementado con proteinasa K y
purificado. Una vez obtenido el ADN, fue resuspendido en buffer TE y almacenado a -20° C

hasta su analisis. (Wright y col, 1990), Anexo 2.

3.3.2 Deteccion y tipificacion de HPV

Para la deteccion del HPV se aplico una PCR directa usando los cebadores genéricos
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consenso MY09,11 que amplifican un fragmento de 450pb de la region L1 del genoma de los

HPV mucosotropos (Figura 7) (Manos y col, 1989).

| E6 E2 ES5| L1

_____

4 MY11/09 - 450 bp

Figura 7: Esquema del genoma de HPV. Se observa la region de 450 pb amplificada
por la PCR generica realizada con primers concenso MY11/09, ubicada sobre el gen

L1.

Como control interno se utilizaron primers para amplificar el gen de la Beta Actina
(Marca: Biodynamics), obteniéndose como producto un amplicon de 289 pb. Los productos
amplificados fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa, previa tincion con bromuro
de etidio. La PCR MY09,11 se desarroll6 sobre un volumen final de 10 microlitros conteniendo
solucién tamponada 1X, 2,5 mM MgCI2, 1uM de cada cebador, 240 uM de cada dNTP y 0,04
U/ml de Tag DNA polimerasa (Fermentas). La amplificacion se realizd mediante el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial de 3 min a 94°C, seguida de 35 ciclos: 94°C, 1 min /55°C, 1

min / 72°C, 1min, con una extensién final 5 min a 72°C..

La tipificacion posterior de las muestras positivas se realiz6 mediante la PCR
PGMY09/11 seguida una hibridacion reversa en linea (RLB) (CHUV), sobre una membrana de
nylon cargada negativamente y utilizando oligosondas especificas biotiniladas (Estrade y col,
2011). La deteccidn de los hibridos se llevé a cabo por quimioluminiscencia utilizando el equipo

ECL (Amersham) y siguiendo las especificaciones del fabricante. Este sistema tiene la ventaja
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de permitir la identificacion de 37 tipos de HPV y analizar 40 muestras, en un solo ensayo. En
todas las muestras, se efectud un control de integridad del ADN total, empleando los cebadores
GH20/PC04 que amplifican fragmento de 268 pb del gen celular de la beta-globina humana. Esta
técnica fue validada por la WHO HPV LabNet (Human papilomavirus laboratory manual, Ed.

2009).

3.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando empleando el programa Epi-Info 7.0. La
asociacion entre las variables y la infeccién por HPV se estimd con correlacion univariante,
estableciendo la razén de posibilidades (Odds Ratio) con intervalos de confianza del 95% en

tablas 2x2.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de la poblacién

Un total de 174 muestras de mujeres fueron incluidas en el estudio. En la Tabla 2 se

muestra las caracteristicas de la poblacion estudiada.

La poblacién de mujeres fue categorizada por sus niveles socioecondémicos,
consultandose a las mismas sobre su nivel de ingresos mensuales (alto, medio y bajo) y nivel de
estudios alcanzados (sin formacion, nivel primario, nivel secundario y nivel terciario). Un 34%
de las mujeres declararon un bajo nivel de ingresos y un 41% se declaré sin trabajo estable. Un
20% reportaron haber llegado hasta el nivel primario de educacién, un 45% declararon haber
terminado el colegio secundario y un 25% haber terminado una carrera terciaria o universitaria.
Mas de la mitad, el 74% declard una pareja estable.

En las mujeres con menos estudios (s6lo primario completo) se encontr6 infeccidn
en el 32%, mientras que el porcentaje de mujeres infectadas con secundario completo fue de
51%, y 41% para aquellas que completaron estudios superiores (terciarios y/o universitarios). Al
combinar el nivel de educacion con la media de edad se observé que las mujeres mas jovenes y

con mayor riesgo de contraer la infeccion son las que poseen mayor nivel de educacion.

La edad media del inicio de las relaciones sexuales fue de 17 afios con un rango entre
10 y 28 afios; 16% de las mujeres sexualmente activas reportd sélo una pareja sexual a lo largo
de su vida. La mediana de embarazos fue de 2, el 28% de las mujeres declararon no haber cursado

ningun embarazo y el 70% declar6 cuatro embarazos o mas.

En cuanto a los métodos anticonceptivos, el 43% de las mujeres usaba

anticonceptivos orales (ACO) y el 37% otros, tales como preservativos o dispositivos
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intrauterinos. El uso de ACO aumento significativamente la probabilidad de presencia de lesion
cervical; de las pacientes con citologia normal, el 37% utilizé habitualmente ACO, contra el 53%

de las pacientes que presentaban algun tipo de lesion epitelial; OR (95% CI) = 1,24 (0,63 — 2,44).

Se encontro una relacion significativa entre la probabilidad de adquirir la infeccion y la tenencia
0 no de una pareja sexual estable; en el caso de las mujeres que declararon una pareja estable la
chance de contraer la infeccion fue de OR (95% CI1)=0,32 (0,15-0,66); mientras que para mujeres
gue no poseen una pareja estable el OR (95% CI) fue de 1,87 (0,83 —4,17); en el caso de mujeres
que reportaron hasta dos parejas, la prevalencia de la infeccion fue del 30%, contra 51% para

mujeres que reportaron tres parejas 0 mas.

Alrededor del 40% de las mujeres declaré ser fumadora habitual y un 11% declar6
haber fumado en algin momento de su vida; sin encontrarse una relacion entre el habito de fumar

y el riesgo de infeccidn o de portar lesiones. OR (95% CI) = 0,66 (0,34 — 1,31).

El 30% de las mujeres tuvo alguna infeccion de transmision sexual (ITS) en el
transcurso de su vida, siendo los condilomas y la infeccion por Trichomonas vaginalis las méas
declaradas. El historial de ITS también fue asociado significativamente a mayor cantidad de
parejas sexuales y a una mayor predisposicion para contraer la infeccion por HPV, ya que el 52%
de las pacientes con citologia anomala presentaba alguna ITS, contra el 25% de las mujeres con
citologia normal. Ninguna mujer declaro ser portadora del virus VIH o tener una pareja que con

este virus. OR (95% CI) = 1,30 (0,63 — 2,66).
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Tabla 2: Caracteristicas generales de la poblacion estudiada, Hospital Regional Artemides Zatti,
Viedma, Rio Negro, Argentina.

Caracteristica Citologia normal Citologia anormal *
- Edad Media

(rango 17 - 60 afios) 34a 25a
- Edad Media de inicio relaciones sexuales.

(rango 10 - 28 afios) 17 a 17 a
- Edad media de Nacimiento ler. Hijo

(rango 17 - 33 afios) 18 a 17 a
- Fuma

NO 46% 49%
Sl 54% 51%
- Educacion

Sin formacion 7% 4%
Primaria 23% 13%
Secundaria 41% 57%
Terciaria/Universitaria 29% 26%
-Hijos

NO 31% 30%
Sl 69% 70%
-Mediana de N° de embarazos

(rango0-11) 2 2
Uso de anticonceptivos Orales 37% 53%

N° de parejas sexuales

<5 79% 74%
5-10 11% 13%
+ de 10 10% 13%

-Historia de enfermedades transmision sexual

NO 75% 48%
Sl 25% 52%
- PAP previos

Sl 78% 71%
- Anos del ultimo PAP

menos de 1 afio 73% 80%
mas de 1 afio 27% 20%

* Se incluye ASCUS, L-SIL, H-SIL y CCU
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4.2 Deteccion y Tipificacion de HPV

Todas las muestras de células cérvico-vaginales fueron aptas para los estudios
virologicos. De las 14 muestras de biopsias, 6 no pudieron ser incluidas en el estudio debido a
que no amplificaron el control interno de la globina humana; por lo tanto, el analisis del presente
estudio se refiere a 168 muestras totales que incluyen 109 citologias normales y 59 muestras con
PAP positivos distribuidos de la siguiente manera, ASCUS (n=12), L-SIL (n=16), H-SIL (n=28)
y CCU (n=3). Del total de muestras analizadas mediante la PCR genérica, 77 resultaron positivas

(Figura 8). La prevalencia general de la infeccion fue de 46% (77/168).

Figura 8: Reaccion en cadena de la
polimerasa empleando los
oligonucledtidos iniciadores (primers)
genéricos MY9,11. Se observan las
bandas positivas correspondientes al
fragmento amplificado (450 pb), luego
de la electroforesis en gel de agarosa 'y
€ 450 pb tincién con bromuro de etidio. Calles 1,
2 y 3: muestras HPV positivas; calle 4:
control positivo; calle 5: control
negativo, M: marcador de peso
molecular, escalera de a 100 pb

La Figura 9 muestra la foto de una pelicula radiografica correspondiente a una
hibridacion reversa, luego del revelado por quimioluminiscencia; a su lado el minibloter
utilizado para el desarrollo de dicha técnica.

Los tipos de HPV identificados en las 77 muestras positivas con sus correspondientes
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diagndsticos cito-histologicos se detallan en la Tabla 3; se pudieron detectar 27 tipos virales

distintos, en infecciones simples y multiples.

Muestras
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Figura 9: Genotipificacion de HPV por hibridacion reversa en linea. Los productos amplificados por PCR
empleando una mezcla de cebadores biotinilados, fueron aplicados sobre una membrana de nylon
previamente tratada, en la que se encuentran fijadas las oligosondas tipo- especificas; luego de la
hibridacion, el revelado de los hibridos formados se realiza por quimioluminiscencia y autografia. A
izquierda se observa la pelicula revelada, las manchas oscuras muestras la sefial positiva; a modo de
ejemplo, se marcd con circulo rojo a la muestra N° 6 en la que se pudo identificar una infeccion multiple
con siete tipos virales: HPVs 6, 16, 16, 51, 52, 59 y 66 (circulos azules). Abajo a la derecha, se muestra el
equipo usado para la siembra de las muestras en la membrana.
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Tabla 3. Positividad de HPV vy tipos virales de alto y bajo riesgo segun diagnostico cito-histologico.
Hospital Regional Artemides Zatti, Viedma.

Diagnostico Positividad HPV Tipos HPV-AR Tipos HPV-BR Otros HPVs

cito- n

histologico n % Tipos Frec. % Tipos Frec. % Tipos Frec. %

N-SIL 109 25 23 16 9 36 6 3 34 1
31 1 11 1 68 1
35 2 42 2 70 2
39 3 44 3 73 1
45 1 53 6 82 2
51 7 84 1
52 4
56 3
58 2
59 3

ASCUS 12 9 75 16 5 56 11 1 70 1
33 1 44 1 73 1
39 1 53 1 83 1
45 2
51 2
58 1

L-SIL 16 13 81 16 3 23 6 2 26 1
18 1 8 11 1 55 1
51 2 82 1
52 2 83 1
58 3 84 1
59 1

H-SIL 28 27 96 16 16 59 6 1 73 1
18 1 4 11 2 82 4
33 2 44 1 83 1
31 5 53 1
35 4 54 1
39 3
45 2
51 5
52 1
56 2
59 2

CCU 3 3 100 16 2 67 66 1
18 1 33

TOTAL 168 77 46
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En la Figura 10 se puede observar la distribucién de los tipos virales identificados.

Del total de muestras positivas, 86% (66/77) resultaron portadoras de HPV-AR,
siendo el HPV 16 el mas frecuente. En el estudio se detectd un 51% de infecciones maltiples
(39/77) encontrandose 19 pacientes con 2 tipos virales, 7 con 3 tipos, 9 con 4 tipos, 1 con 5 tipos,
2 con 6 tipos y 1 con 8 tipos virales distintos; todos los casos, salvo una paciente, presentaban

por lo menos un tipo viral de alto riesgo.

HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV
16 18 31 33 35 39 45 51 52 56 58 59 6 11 42 44 53 54 26 34 55 68 70 73 82 83 84

Figura 10: Frecuencia de los tipos virales detectados.

Para el analisis de la frecuencia de infeccion segun la edad, las mujeres se agruparon
en los siguientes intervalos <30 afios (n=92), 30-40 afios (n=45), 40-50 afos (n=26) y 50-60 afios
(n=5). La frecuencia de infeccion fue disminuyendo a medida que aumentaba la edad siendo el
grupo etario menor de 30 afios el de mayor porcentaje de infeccion, alcanzando el 60% (55/92).

Figura 11.
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Se encontrd una alta frecuencia de HPV-AR vy en particular HPV 16 en todos los

grupos.
100%
90%
80%
70%
60%
50% mHPV (-)
40% H HPV (+)
° 7(27%
0%
<30 30-40 40-50 50-60
GRUPO . Figura 11: Prevalencia del virus
EDAD N HPV () | HPV (+) % papiloma humano segun edad,
<30 92 37 55 60 en la poblacién estudiada.
30-40 45 31 14 31
40-50 26 19 7 27
50-60 5 4 1 20
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5. DISCUSION

El presente trabajo, realizado sobre pacientes concurrentes a un consultorio de
Ginecologia del hospitalario, es el primero de este tipo desarrollado en la provincia de Rio Negro;
retine el esfuerzo de tres servicios, enfocandose en describir la prevalencia y la epidemiologia de
la infeccidén por HPV en este grupo de mujeres de la ciudad de Viedma. Ademas se realizo la

tipificacion de las muestras positivas a fin de aportar datos sobre los HPV-AR y BR circulantes.

Cuando se analizan las caracteristicas de la poblacion, se observa una gran
heterogeneidad de la misma; el rango de edad es de 17 a 60 afios y la edad de inicio de relacion
sexual varia de 10 a 28 afios. Asimismo, es una poblacion con al menos el 70% de pacientes que
han terminado la educacién secundaria, terciaria y/o universitaria, por lo que se la puede
considerar con cierto nivel educativo; también se observa que la mayoria (70%) tiene hijos con
una mediana de 2 embarazos. Esto podria estar relacionado con las caracteristicas asistenciales
del hospital, que si bien es publico, atiende a través del sistema de consultorio externo una
considerable proporcion de poblacion con trabajo formal, evidenciado en el porcentaje de
pacientes con obra social en el padrén hospitalario, 59% (Fuente: Unidad Estadistica del

Hospital Artemides Zatti).

El hecho de que la mayoria de las pacientes infectadas, ain con tipo de HPV-AR no
progresan al CCU, indica que la presencia viral, si bien es necesaria, no es suficiente para generar
la neoplasia; otros factores contribuirian para la transformacion maligna. Se han considerado
entre ellos a la multiparidad, coinfecciones con otras ITS (herpes simplex, clamidias), factores
del hospedador vinculados con la respuesta inmune y la accion hormonal, el tabaquismo, estado
nutricional, entre otros (Mufioz y col, 2006; Antillay col, 2001; Bosch y col, 2002; Moreno y col,

2002; Castellsagué y col, 2002).
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En este trabajo, en coincidencia con estudios previos, aumentd significativamente la
probabilidad de presencia de lesion cervical con el uso de anticonceptivos orales (ACO) vy la
historia de otras ITS. La probabilidad de desarrollar CCU se duplica en mujeres que usan ACO
por 5 afios 0 mas en comparacion a mujeres que no lo utilizan (Smith y col, 2003). Probablemente
los estrogenos y progestagenos aumentan la expresion génica del HPV en el cuello uterino a
través de receptores de progesterona, y elementos de respuesta a hormonas en el genoma viral.

(Mufioz y col, 2006).

Numerosos trabajos han considerado que las coninfecciones producidas por otras
ITS, tales como el virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2) y Chlamydia trachomatis (CT)
predisponen al desarrollo de CCU en mujeres persistentemente infectadas por HPV —AR. Se ha
demostrado que las infecciones por HSV-2 y CT generan una respuesta inflamatoria, asociada
con la liberacién de radicales libres que producen inestabilidad genética (Mufioz y col, 2006;

Delucay col, 2011).

En el caso particular del habito de fumar y su efecto sobre la carcinogénesis inducida
por HPV hay datos controvertidos. Se ha especulado que una posible reduccion de la respuesta
inmune en el cuello uterino inducida por el tabaco podria afectar al metabolismo de las hormonas
femeninas o bien producir un dafio directo a traves de la generacion de nitrosaminas
carcinogénicas en el flujo vaginal (Mufioz y col, 2006). Si bien un gran porcentaje de las pacientes
estudiadas eran fumadoras, a diferencia de lo hallado por Yetimalar (Yetimalar y col, 2012), no
se pudo encontrar una relacion entre este evento y la aparicion de lesiones. Debe tenerse en cuenta
que otras variables pueden influenciar en este analisis, tal como la cantidad de cigarrillos diarios,

por lo que dificulta la comparacion entre los distintos estudios.

La multiparidad, ha sido asociada con el mayor riesgo de lesiones y CCU (Almonte
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y col, 2001). Esto podria deberse a que en cada embarazo la zona de trasformacion del cuello
uterino queda mas expuesta aumentando asi la accesibilidad del virus al epitelio; también podria
sumarse la accién hormonal propia de la gestacion (Mufioz y col, 2006). En este estudio no se
encontrd asociacion entre haber sido madre y la presencia de lesiones; sin embargo, al no haberse
considerado la cantidad de hijos el analisis de esta variable queda restringido.

Es bien conocido que los habitos sexuales tienen impacto sobre la posibilidad de
adquirir la infeccion por HPV y por los tanto de quedar en riesgo de desarrollar CCU y lesiones
precursoras. En este estudio se encontrd una relacion significativa entre la probabilidad de
adquirir la infeccion y la carencia de pareja sexual estable; asimismo, la prevalencia de la
infeccion fue significativamente mayor en las mujeres que reportaron tres parejas 0 mas. Esto
esta en concordancia con lo observado por Almonte y col en 2011, en relacién a que el mayor
nimero de parejas sexuales predispone la adquisicion de infeccion por HPV. En el estudio
realizado por Pista et al en 2012, dicha probabilidad fue 5 veces mayor en mujeres con un nimero
de parejas sexuales mayor o igual a 5, en comparacién a mujeres con una sola pareja sexual (Int
J Cancer. 2006; Almonte y col, 2011; Pista y col, 2012; Nyitray y col, 2014). De todos modos,
hay que tener en cuenta que este andlisis es complejo, ya que la probabilidad de adquirir la
infeccion no solo dependera de la historia sexual de la mujer sino que también de su pareja.

En relacion a la educacion, diversos autores han informado que el menor nivel de
formacion estaria asociado a un mayor riesgo de infeccion por HPV y presencia de lesiones
(Francheschi y col, 2009), aunque no existe consenso pleno (Almonte y col, 2011). En el presente
trabajo, no se hallo esta asociacion, sino que, por el contrario, se encontrd un riesgo relativo
aumentado de infeccion (OR=1,24) en la mujeres con formacion secundaria o mayor. Almonte y
col en 2011, encontraron que entre mujeres peruanas, positivas para HPV-AR, aquéllas con alta

paridad y menor escolarizacion presentaban mayor riesgo de desarrollo de lesiones
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precancerosas. Sin embargo, Deluca G. (Deluca y col 2012), en un estudio realizado en mujeres
de la comunidad Pigala de Formosa, no encontraron relacion entre el nivel educativo alcanzado
con la infeccion por HPV, aunque si se describio un riesgo relativo aumentado (OR=2.05) en la
mujeres con algun tipo grado de educacion formal. Esto indicaria que se trata de variables cuya
influencia debe evaluarse localmente. No hay que perder de vista los factores confusionales que
podrian interferir en el analisis; en el presente estudio, al combinar el nivel de educacion con la
media de edad se observo que las mujeres que poseen mayor nivel de educacion y mas elevado
porcentaje de infeccidn, son las mas jovenes. Este grupo es justamente el que se caracteriza por
presentar mayor proporcién de infeccion debido a su cercania al inicio de la actividad sexual,
fuertemente asociado al contacto con el virus.

La prevalencia de infeccién por HPV, asi como también, la distribucién de tipos

virales varian segun la regién geogréafica y gravedad de la lesién del cuello uterino.

En el presente estudio, los analisis viroldégicos mostraron una prevalencia general del
46%, similar a las encontradas en trabajos previos realizados en otras localidades de la Argentina,
tales como Ushuaia (41%) (Sijvarger y col, 2006) y Formosa (47%) (Deluca y col, 2012), sin
embargo, es menor al 54% encontrado en un estudio epidemioldgico pre-vacunal realizado en
mujeres concurrentes al Hospital Alvarez de la Ciudad de Buenos Aires (lglesias y col, 2011) y
mas baja aun, si se la compara con la prevalencia del 76% encontrada en mujeres aborigenes de
la provincia de Jujuy, donde la mortalidad por CCU triplica a la media nacional (Picconi y col,

2002).

Si se enfoca el analisis de prevalencia viral segun el diagnostico citologico, en las
mujeres con citologia normal, la prevalencia de HPV informada en paises en vias de desarrollo

(15,5%) es superior a la de los paises desarrollados (10%). En el presente estudio, la prevalencia
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de HPV en mujeres con citologia normal fue del 23%, similar al 20% encontrado en Concordia
(Matos y col, 2003), al 26% encontrado en Ushuaia por Sijvanger et al y al 20% de otros paises
sudamericanos como Paraguay (Mendozay col, 2010) o Brasil (Franco y col, 1999); sin embargo,
este porcentaje resultd mayor al valor hallado por Bruni (Bruni y col, 2010) en el meta-analisis
internacional que consider6 mujeres con citologia normal, incluyendo datos sudamericanos de
Per(, Paraguay, Colombia, Chile, Brasil, Argentina, con una prevalencia de la infeccién del
13,2% (2302/17500). Asimismo el 23% hallado en nuestro estudio resulté mucho menor que el
encontrado en mujeres quechuas y guaranies de regiones de alta prevalencia de CCU como Jujuy
(52%) (Picconi y col, 2002) y Misiones (64%) (Tonon y col, 2003). El principal factor que podria
explicar estas divergencias tiene que ver con diversidad de las técnicas de biologia molecular
aplicadas en los distintos estudios y con la edad de las mujeres incluidas, ya que no todos los
estudios se han hecho sobre una base poblacional. Esta bien establecido que las mujeres mas
jovenes (por debajo de los 30 afios), presentan la mayor prevalencia de la infeccion por HPV
debido a la proximidad del inicio de la actividad sexual, fuertemente asociado a la primo
infeccion. Estas infecciones son mayoritariamente subclinicas y transitorias, siendo controladas

por el hospedador sin dejar secuelas.

En nuestro estudio, como era esperable, casi el 90% de las muestras con alteraciones
cito-histologicos (desde ASCUS hasta CCU) resulté positivo para el virus. EI ASCUS representa
una situacion de incertidumbre diagndstica, en la que el citdlogo observa células que no son
completamente normales, pero que tampoco cumplen con una morfologia patolégica. La elevada
positividad para HPV obtenida en ASCUS (75%), sugeriria que el grado de sospecha es bajo,

asociado a un buen desempefio del citélogo.

La positividad para HPV hallada en las L-SIL (81%) esté en concordancia con los
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valores obtenidos en el mayor meta-analisis (n=8.308) publicado por Clifford (Clifford y col,
2005), que oscilan entre 70 y 80%. Dado que las L-SIL son producidas por una infeccién por
HPV, todas deberian resultar positivas; esto no sucede principalmente por el sobrediagnostico

citologico.

En las lesiones més graves, como el caso de H-SIL y CCU, en general los porcentajes
de deteccion viral se acercan al 100%. En nuestro estudio todos los H-SIL y CCU resultaron HPV
positivos, lo que concuerda con datos internacionales que informan una positividad superior al
80% (Clifford y col, 2003; de Sanjosé y col, 2010; Ciapponi y col, 2011). Las razones por las
cuales puede no detectarse el ADN viral en estas muestras estin mas comunmente ligada a
cuestiones metodoldgicas, vinculadas con la calidad del desempefio de las PCR aplicadas en las

diferentes estrategias de biologia molecular.

En cuanto a los genotipos de HPV identificados en las distintas categorias citologicas,
numerosos estudios han demostrado que el tipo viral mas frecuente mundialmente es el HPV-16,
independiente de la morfologia celular; otros tipos virales pueden ocupar los siguientes lugares
en orden de frecuencia segun la region geografica y el diagndstico citohistologico, entre otros
factores. En el presente trabajo se confirmé el predominio del HPV16 en las pacientes estudiadas.
Nuestros datos de prevalencia tipo-especifica en citologia normal son similares a los observados
en el estudio de Concordia (Matos y col, 2003), con el HPVV16 ocupando el primer lugar, aunque
superan casi en el doble a lo hallado por de Sanjose (de Sanjose y col, 2007). Numerosos autores
han sefialado que mujeres con infeccion persistente por HPV16 poseen una mayor probabilidad
de desarrollar lesiones precancerosas al ser comparadas con mujeres infectadas por otros tipos
de HPV. Kjaer (Kjaer y col, 2010) observo que mujeres con citologia normal e infeccidn

persistente por HPV 16 poseen aproximadamente un 30% de probabilidad de desarrollar lesiones
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de alto grado en un periodo de 12 meses.

En las LSIL, puede encontrarse una gran diversidad de tipos virales, tanto de bajo
como de alto riesgo. En nuestras muestras, el HPVV16 alcanzo el 23%; este valor es semejante
al informado por Clifford (Clifford y col, 2003) (26.3%) en un meta-analisis internacional.

En las HSIL de nuestro estudio, el porcentaje de deteccion de HPV 16 fue del 59%;
este valor supera al informado en el mayor meta-analisis de Latinoamérica y el Caribe publicado
por Ciapponi (Ciapponi y col, 2011) (46.5%); aunque coincide en que el espectro de tipos virales
es mas restringido, con marcado predominio de los HPV-AR, en especial HPV-16 y 18.

En las 3 muestras con diagnostico de CCU incluidas en el presente trabajo se
identificaron HPV-16 (2/3) y HPV-18 (1/3). Si bien el N es muy pequefio, se observa un
marcado predominio de los HPV 16 y 18, en concordancia con lo descripto por de Sanjose y col
(2010), responsabilizando a estos virus de al menos el 70% de los CCU a nivel mundial. En
América Latina y el Caribe, el mayor meta-analisis realizado que incluyé mas de 5.500 CCU
confirmé este hallazgo (Ciapponi y col , 2011), siendo los seis siguientes mas comunes los HPV-
31, 45, 33, 52, 58 y 35, que sumados a los HPV- 16 y 18 son responsables del 86,5% de esta
neoplasia en la regién. En el subgrupo de 1.000 casos de CCU que provenian de Argentina, las
prevalencias de HPV 16 mas 18 superaban el 77%; estos datos demuestran que las vacunas
actualmente licenciadas, que incluyen a estos tipos virales en su formula, son apropiadas para
nuestra poblacion.

En relacion a la prevalencia de la infeccion en funcion de la edad de las pacientes
(Figura 11), en el presente estudio se pudo observar como a medida que la edad aumenta, la
prevalencia de la infeccion disminuye. Esto estd de acuerdo con lo informado por diversos
autores en numerosos paises (Franceschi y col, 2006), incluyendo los datos locales de Concordia

(Matos y col, 2003), Ushuaia (Sijvarger y col, 2006), Jujuy (Picconi y col, 2002), entre otros.
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Esta curva se sustenta con la informacién disponible sobre la historia natural de la
infeccion por HPV vy el desarrollo de lesiones del cuello uterino (Sciffman y col 2005). Se sabe
que la mujer toma contacto con el virus a través de relaciones sexuales con parejas infectadas,
por lo que la frecuencia de esta infeccion presenta un pico en la edad de inicio de la actividad
sexual (15-25 afios). Mas del 80% de estas infecciones (aun las producidas por los HPV-AR, con
o0 sin anomalias citoldgicas), son transitorias, es decir que son controladas por el sistema inmune
y se hacen indetectables en aproximadamente 1-2 afios. Durante la infeccidn productiva, en las
células cervicales pueden observarse cambios morfoldgicos benignos inducidos por el virus, que
se asocian con LSIL. Por otro lado, existe un grupo minoritario (menos del 20%, aunque
numéricamente importante dada la alta circulacion viral) de infecciones producidas por tipos de
HPV-AR que persisten; éstas son las infecciones que concentran el foco de la atencion, ya que
tienen una mayor probabilidad de avanzar a H-SIL. Se estima que el tiempo necesario para
progresar a la malignidad, en caso de permanecer sin tratamiento, es de varios afos. El pico de
incidencia de las lesiones precancerosas ocurre aproximadamente a los 30-40 afos y el del CCU
cerca de una década después. Por esta razén, los programas de tamizaje estan dirigidos a mujeres
a partir de los 25-30 afios, con el fin de identificar aquéllas portadoras de lesiones precursoras.
(Schiffman y col 2005; Kjaer y col 2010, Picconi, 2013).

En nuestro estudio, puede resultar a priori llamativo que algunas pacientes menores
de 30 afios presentaron H-SIL e incluso dos de ellas tuvieron CCU; sin embargo, debe tenerse en
cuenta que el momento de la vida en que se desarrolle una lesion precancerosa 0 CCU dependera
principalmente de tres factores: la edad de inicio de relaciones sexuales (vinculada con el primer
contacto con el virus), el tipo viral infectante (relacionado con el potencial oncogénico) y el
estado inmune del hospedador (ligado a la capacidad de controlar la infeccion). Esta combinacion

marca las diferencias en la evolucion clinica.
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Es frecuente la presencia de mas de un tipo viral en muestras anogenitales; las
implicancias de estas infecciones maltiples en la patogenia del cancer son ain controvertidas En
el presente estudio se detect6 un 51% de infecciones multiples, identificandose en casi todos los
casos al menos un tipo viral de alto riesgo. Esta frecuencia de infecciones maltiples es mayor a
la publicada por Pista (Pista y col, 2011) (19,4%), en mujeres con citologia normal; sin embargo,
la frecuencia observada por nosotros es comparable a la hallada en mujeres italianas, con y sin
lesion (41,7%) (Menegazzi y col, 2009) vy a la informada en mujeres colombianas urbanas e
indigenas (59,8%) (Soto de Leony col, 2008). En estos trabajos se ha observado que la frecuencia
de infeccion mdltiple por HPV disminuye a medida que aumenta la edad de la mujer. Las
diferencias en frecuencias observadas podria deberse a varios factores como parametros étnicos,
demograficos, eventuales diferencias en las metodologias utilizadas para la deteccion viral.

Algunos autores han sugerido que las coinfecciones con multiples tipos virales de
alto riesgo se asocian con un riesgo significativamente aumentado de HSIL; sin embargo, el
riesgo de enfermedad fue similar a la suma del riesgo estimado en forma individual para cada
uno de los tipos virales, con baja evidencia de sinergismo. Trabajos mas recientes indican que la
lesion maligna es inducida solo por uno de los tipos virales presentes (Quint y col, 2012).

En los estudios de genotipificacion de HPV, cobra enorme significado el
aseguramiento de la calidad las técnicas empleadas (Tabrizi, 2010). Cabe destacar que los datos
aportados en este estudio fueron obtenidos empleando una técnica artesanal validada por la OMS
(PCR-RLB), de acuerdo al Manual de la Red Global de Laboratorios de HPV de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO HPV LabNet) (Unger y col, 2009). Estas determinaciones cuentan
ademas con el respaldo de los paneles internacionales de evaluacion de la genotipificacion
resueltos en el Laboratorio Nacional y Regional de Referencia para HPV (OPS/OMS) (Fagan y

col, 2010).
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En suma, este estudio amplia la informacion disponible sobre la epidemiologia
molecular de HPV en mujeres de nuestro pais, enfocando a una poblacién hospitalaria de la
ciudad de Viedma (Rio Negro). Los datos obtenidos ademés de poder contribuir con el control
de la enfermedad, aportan informacion aplicable a la implementacion de programas de
prevencion, tanto primaria, relacionada con la vigilancia epidemiolégica en la era vacunal, como
la prevencion secundaria, ligada al tamizaje para la deteccion precoz de lesiones precancerosas
y CCU. En este contexto, la consolidacion del Laboratorio del Hospital Zatti como referente de
HPV provincial y su incorporacion a la Red Nacional de Laboratorios de HPV representa un

logro adicional que valoriza alin mas a este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

1. Este estudio aporta los primeros datos sobre la diversidad de tipos de HPV en
muestras de cérvix de una poblacion hospitalaria de la ciudad de Viedma (Rio Negro). Los tipos

virales hallados coinciden, en general, con los virus mas prevalentes a nivel mundial.

2. Se detectaron factores que podrian generar un riesgo adicional para el desarrollo
de céancer de cuello uterino en las mujeres estudiadas:

a) La elevada deteccion de infeccion por HPV de alto riesgo, en particular HPV 16,
en mujeres citologicamente normales demuestra una exposicion frecuente al virus y podria
representar un mayor riesgo de persistencia viral.

b) El alto porcentaje de mujeres con coinfecciones de virus de alto y bajo riesgo
podria favorecer el desarrollo de lesiones preneoplésicas y la progresion maligna.

c) La asociacion significativa entre la probabilidad de presencia de lesion cervical
con el uso de anticonceptivos orales (ACO) y la historia de otras ITS, confirma datos previos y

amplia la informacién sobre la epidemiologia de esta infeccion.

3. Los datos obtenidos podrian contribuir al control de la enfermedad y aportar

informacion aplicable a la vigilancia virologica pos-vacunal en la provincia de Rio Negro.



ANEXOS

ANEXO 1:

Toma, conservacion y transporte de muestras para el estudio de HPV.

A) Células cervico-vaginales

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Eliminar el moco sobrante del orificio cervical y ectocérvix circundante utilizando una

torunda de algodon. Desechar la torunda.

Insertar el cepillo en el orificio cervical a una profundidad de 1-1,5 cm, hasta que las cerdas

externas mas largas del cepillo toquen el ectocérvix.
Girar el cepillo al menos tres veces en sentido antihorario.
No insertar el cepillo completo en el canal cervical.

Si se desea hacer un examen de PAP, recoger primero la muestra para el frotis antes de obtener

la muestra para los analisis de HPV.

Obtener la muestra antes de aplicar acido acético o yodo cuando se va a realizar una

colposcopia.

Sumergir el cepillo en un tubo conico conteniendo medio de recoleccion que permita la

preservacion de la morfologia celular y la calidad de las macromoléculas (ADN).

Ej. PBS estéril pH 7,4. También puede utilizarse un medio de transporte comercial. Sacudirlo

para liberar el material en la solucion. Sostener el mango del cepillo y cortarlo.

El tubo cdnico tiene tapa a rosca; verificar que la misma quede bien cerrada y controlar que

la muestra esté correctamente rotulada.
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9) Trasladar al laboratorio el tubo con la muestra en un recipiente con refrigerante o hielo; en

caso de no poder entregarlo en ese momento, guardarlo en heladera no mas de tres dias

(NUNCA CONGELAR).

10) La muestra debe ser remitida con un resumen de historia clinica.

B) Tejido de biopsia en fresco

1)  Opcién 1: Colocar el tejido en tubo estéril y congelarlo inmediatamente. Trasladar al

laboratorio en hielo seco y congelarlo hasta su procesamiento.

2)  Opcidn 2: Colocar el tejido en tubo estéril y cubrirlo con etanol 96°. Trasladar al laboratorio

a temperatura ambiente. Mantenerlo en estas condiciones hasta su procesamiento.
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ANEXO 2:

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA EL ESTUDIO DE VIRUS

PAPILOMA HUMANO (HPV).

PROCEDIMIENTO GENERAL
Bioseguridad

Antes de comenzar se recomienda lavar las manos con abundante agua y jabon. Esta

maniobra debe repetirse cada vez que se termina de trabajar y se retira del laboratorio.

Trabajar con guardapolvo o camisolin, guantes y antiparras de seguridad. Limpiar la

superficie de trabajo y materiales con etanol 70%.

En el caso de tener que desparafinar muestras fijadas y embebidas en parafina y
purificar acidos nucleicos con solventes, trabajar en campana de extraccién; los restos de los

solventes utilizados, deben acumularse en bidones de vidrio claramente identificados.

Descartar todo material de plastico o vidrio que hayan estado en contacto con las
muestras en solucidn de hipoclorito de sodio (5¢/l cloro activo) preparada en el dia y dejar como
minimo 1h; una vez transcurrido este tiempo, descartar el material plastico en bolsa roja, excepto
los portaobjetos que hayan estado en contacto con las muestras los cuales deben ser descartados

como vidrio roto.

Decontaminar los bisturies y pinzas metalicas por inmersion en etanol 70% y dejar

como minimo 30 minutos. Descartar las hojas de bisturi en recipiente para descarte de agujas.

Una vez concluida la tarea, limpiar con etanol al 70% todas las superficies de trabajo

utilizadas, al igual que los materiales (pipetas, cajas de tips, gradillas etc).
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El personal debe considerar que las muestras clinicas son potencialmente infecciosas
y debe conocer los lineamientos del Manual de Bioseguridad del departamento de Virologia, asi
como los del Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, 3" edicidn, afio 2005 de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS).

PREPARACION DE LAS MUESTRAS AANALIZAR.

Obtencion de extractos crudos a partir de:

® Células de descamacioén (cepillado genital): luego de efectuada la toma, espatula o cepillo

debe ser sumergido en un tubo cénico (preferentemente pléstico c/tapa a rosca, marca Corning o
similar), conteniendo aproximadamente 3 ml de PBS estéril. Puede guardarse a 4°C hasta un

méaximo de 72 horas.

1) Centrifugar 5 min a 2000-3000 rpm (puede usarse una centrifuga comin de mesa).

2) Descartar el sobrenadante. Si no se va a continuar con la extraccion de &cidos nucleicos, puede
interrumpirse en este punto, congelando el pellet de células a —20°C (por semanas 0 meses)

3) Resuspender el pellet de células en 250-500 ul de buffer de digestion (150 mg/ml Proteinasa
k), (alrededor de 4 volimenes).

4) Incubar 1 hora a 56°C. Si no se va a continuar con la purificacion de acidos nucleicos, puede
interrumpirse en este punto y congelar a —20°C (por semanas). El punto final de digestion es
cuando se visualiza como maximo el 20% del material celular inicial

5) Opcion 1 (sin purificacion): Calentar a 95°C, 10 minutos para inactivar la proteinasa y guardar

las muestras a -20°C. Para realizar la PCR, descongelar, agitar y tomar de 5 a 20 pl.
Nota: El calentamiento prolongado puede dafiar al ADN y tiempos menores a 8 minutos pueden
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no inactivar a la proteinasa K. En este paso las tapas de los tubos pueden abrirse con facilidad
por lo que se recomienda utilizar tubos con tapas de seguridad (cap locks) o después de la

incubacion (paso 6) pasar el digesto a inactivar a un tubo nuevo.

6) Opciodn 2 (con purificacién): Ver “Purificacion de acidos nucleicos”

® Tejido fijado y embebido en parafina si se trata de tacos, efectuar ~5 cortes con microtomo,

de 10 um, extremar las precauciones respecto de la higiene de la cuchilla entre una y otra muestra.
Si se trata de preparados histologicos, el material debe ser obtenido por raspado de los
portaobjetos con bisturi estéril.

1) Recoger el material en tubo estéril de 1,5 ml. Adicionar 0,5 -1 ml de n-octano o xilol.
2) Agitar constantemente durante 20 min., a temperatura ambiente.

Nota: En general la parafina se disuelve rapidamente; éste tiempo junto a la agitacion seria

suficiente, aunque eso dependera de la cantidad de material inicial
3) Centrifugar en microcentrifuga a 14000 rpm durante 8-10 minutos.

4) Remover cuidadosamente el sobrenadante y descartarlo, sin tocar el pellet. Si todavia quedan

restos de parafina, repetir de 1 a 4.

Nota: Para saber si un tejido esta desparafinado es necesario observar el aspecto del tejido: el
desparafinado es opaco Yy tiene apariencia plumosa, mientas el parafinado es un sélido blanco
y rigido

5) Repetir 1 a 4 usando etanol 100% en lugar de n-octano o xilol.

6) Repetir de 1 a 4 usando etanol 70% en lugar de 100%.
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7) Dejar toda la noche los tubos abiertos tapados con un trozo de parafilm agujereado, a fin de
evaporar el etanol. La apariencia del tejido cambia de opaco cuando estd himedo a blanco

cuando esta seco.

Nota: No usar speed vac o botellas de vacio para secar los pellets debido a que las muestras
pueden contaminarse facilmente entre si. Los tubos abiertos son muy vulnerables a la

contaminacion, extremar las precauciones

8) Resuspender el pellet en 250-500 pl de buffer de digestion (500 pg/ml Proteinasa K), segun

el tamarfio del pellet.

9) Digerir durante 3 horas a 56°C (se puede dejar toda la noche), con suave agitacion. Si no se
va a continuar, puede interrumpirse en este punto congelando el digesto a —20°C. EIl punto

final de digestion es cuando se visualiza como maximo el 20% del material celular inicial

10) Opcidn 1 (sin purificacion) Idem punto 5 en células de descamacion

11) Opciodn 2 (con purificacion): Ver “Purificacion de acidos nucleicos

® Tejido de biopsia en fresco (no fijado):

1) Retirar el tejido de biopsia del freezer de -80°C y observar su tamafio.

Si el tamafio es aproximado al de una lenteja, llevarlo a la cabina de seguridad bioldgica y ahi

traspasarlo a un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml.

2) Si el tamafio es mayor, se recomienda cortarlo en trozos méas pequefios en la cabina de
seguridad bioldgica, para que la digestion sea mas rapida y completa. Para realizar esta maniobra,
colocar el tejido en una placa de Petri ubicada sobre una bandeja con hielo y cortarlo con bisturi

estéril. Esta maniobra debe realizarse en forma rapida, evitando la descongelacion total del tejido.
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Traspasar el material cortado a un tubo/s Eppendorf de 1,5 ml de manera tal que el material no

sobrepase la mitad del tubo.

3) Resuspender el tejido en 250-500 ul de buffer de digestion (500ug/ml de proteinasa K),
dependiendo del tamafio de la biopsia (se calcula alrededor de 4 volimenes de buffer de digestion
por volumen de tejido). El tejido debe estar completamente inmerso en el buffer de digestion. Si
es necesario, usar vortex y centrifugar brevemente los tubos antes de incubar. Asegurar que el/los
tubo/s estén bien tapado/s y retirarlo/s de la cabina de seguridad bioldgica.

4) Digerir como minimo 3 horas a 56°C, con suave agitacion. El punto final de digestion es
cuando se visualiza como maximo el 20% del tejido inicial. Si no se va a continuar, puede

interrumpirse en este punto congelando el digesto a —20°C (por semanas).

Nota: grandes piezas de tejido pueden requerir periodos de incubacion de hasta 48 hs y el

agregado de cantidades adicionales de proteinasa K.

5) Una vez terminada la incubacién, retirar el/los tubo/s del agitador termostatizado. Centrifugar

brevemente los tubos para asegurar que no quede liquido en la tapa ni en las paredes.

6) Opciodn 1 (sin purificacion): Idem punto 5 en células de descamacion.

7) Opcion 2 (con purificacién): Ver “purificacion de acidos nucleicos”

Purificacién de acidos nucleicos:

Eventualmente, los extractos crudos pueden contener alguna sustancia que afecte la
amplificacion (por ej. que inactive a la polimerasa Taq). Este problema puede solucionarse por

el siguiente protocolo de purificacion de acidos nucleicos:

1) Adicionar un volumen de fenol saturado:cloroformo/alcohol isoamilico (1:1)

(cloroformo:isoamilico 24:1) al extracto crudo.
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2) Agitar suavemente por inversion 10 minutos.

3) Microcentrifugar 10 minutos al maximo de velocidad (14.000 rpm) para separar bien las fases.
4) Tomar con cuidado la fase acuosa (superior) y pasarla a otro tubo estéril previamente rotulado.
5) Adicionarle igual volumen de mezcla cloroformo/isoamilico (24:1)

6) Agitar 10 minutos.

7) Repetir 3y 4.

8) Precipitar el ADN con 2 volumenes de etanol absoluto frio y un 1/10 volumen de solucién de

NHsAc 7,5M. Mezclar por inversion.
9) Colocar 10 minutos a -70°C o toda la noche a -20°C.

10) Microcentrifugar a 4°C durante 60 minutos a 14000 RPM, colocando el tubo de manera de

reconocer la posicion del pellet.
11) Volcar por inversién. Escurrir bien con el tubo boca abajo sobre papel absorbente.
12) Enjuagar el pellet (rotando el tubo muy suavemente) con 500 ul etanol 70%.

13) Microcentrifugar a 4°C durante 30 minutos a 14000 RPM, colocando el tubo de manera de

reconocer la posicion del pellet.
14) Retirar con tip cuidadosamente, secar al aire unos minutos.

15) Resuspender en ~50-100 ul de buffer TE estéril o agua bidestilada, raspar bien las paredes

del tubo para asegurar una éptima recuperacion.

16) Guardar a -20°C.
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ANEXO 111
FICHA EPIDEMIOLOGICA ESTANDARIZADA

NUmMero de Paciente: .........ccoceveverereinesieneenns FECHA: .......... Lo, Lo
Emplear sigla de Provincia y luego nimero consecutivo (Ej. MIS 1; MIS 2; etc.)

Apellido y Nombres: Edad: DNI N°:
Institucién/Servicio derivante: Nacionalidad:
Direccion completa: TE de contacto:

ANTECEDENTES SOCIOCULTURALES

Nivel educativo: Sin formacidn, Primaria incompleta, Primaria completa, Secundaria incompleta,
Secundaria completa, Terciario/universitario incompleto, Terciario/universitario completo.

Profesion /Ocupacion: ............ Nivel de ingresos mensuales:

Nivel habitacional: a) casa adobe, casa madera, casa material; b) letrina, bafio instalado; ¢) pozo, canilla
publica, agua corriente

Estado civil: sin pareja con pareja estable con pareja no estable

Etnia: caucasico aborigen (aclarar etnia):

ANTECEDENTES GINECOBSTETRICOS

FUM: ......... Lo, S Edad de inicio de relacion sexual: ...........cccccoveenen.
Numero de parejas sexuales: ................ NUmero de embarazos: .........ccoceevveeereveevveniennenns
Hijos nacidos Vivos: .........cccceevevennenn. Edad al primer embarazo: .........ccccevevevviievieenenne.
Se ha realizado PAP?: Si - No Fecha ultimo PAP......... S A Resultado:
Se ha realizado Colposcopia?: Si - No  Fecha: .......... Lo, J R Resultado:
Se ha realizado Biopsia?: Si - No Fecha: .......... loioiian. [, Resultado:
FACTORES ASOCIADOS
Usa anticonceptivos?: No - Si TiPO: o Duracion en afios: .......cccceevvererenerinennnns
Historiade ETS: No - Si Tipo de
BT S e erea
Terapia de Reemplazo Hormonal: NoO-Si Tipo: ..cccooovviiiiiiiie e Duracion en afios: ................

Fue fumadora alguna vez? (un cigarrillo diario por un minimo de 6 meses): Si - No
Edad de inicio: .........ccccoeieiennne

Nombre y Firma Encuestador:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
PROYECTO:

“Epidemiologia Molecular de la infeccion genital por virus papiloma humano en la ciudad de
Viedma.”

Explicacién introductoria para las pacientes

Sra/Srta.:

En el contexto de nuestra tarea de cuidado y prevencion de la salud, realizamos
diferentes trabajos de investigacion para conocer mas sobre las causas de las enfermedades y
poder evitarlas o curarlas de la mejor manera. Entre ellos, el proyecto cuyo titulo se encuentra
en el encabezado, enfoca el estudio de la infeccidn de un virus llamado Papiloma Humano (cuya
abreviatura es “HPV™) y su accion en el cuello uterino; este estudio lo realizamos en conjunto
con investigadores del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas — ANLIS “Dr. Malbran”.

Este proyecto incluye la realizacion de andlisis adicionales sobre la misma muestra
que es necesaria para realizar el diagnostico, ya sea durante los controles habituales o las practicas
terapéuticas que se le realicen. Se tomard una muestra con el fin de ser utilizada para el
presente proyecto, que no generara molestias ni riesgos adicionales para Ud. y no seran
utilizadas con otros fines, asegurando ademas su confidencialidad.

Por todo lo expuesto solicitamos su autorizacion para poder incluirla en el estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Autorizo a que el material de células y/o biopsias cérvico-vaginal sea utilizado en un
trabajo de investigacion sobre HPV, en el marco de lo que me fue explicado en el texto anterior.

Aclaro que he leido y entendido cada parrafo de este texto, con los que he acordado.

Caracter €n qUE fITMaA. . ......ouiire et
Tipo ¥ N de dOCUMENTO. .. ..uiitt ettt ettt e eenens

DOMUCIIIO. .ottt
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