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EL AGENTE

El HPV es un virus no envuelto relativamente pequefio de 55 nm de diametro.
Presenta una capside icosahédrica compuesta por 72 capsémeros conformados por 2
proteinas: la L1 y la L2. Cada capsdmero es un pentamero formado por la proteina mayor
de cépside (L1) y cada viribn contiene varias copias (alrededor de 12) de la proteina
menor de capside (L2). EI genoma del HPV es un ADN bicatenario circular de
escasamente 7.900 pares de bases (pb) asociado a histonas y sélo una de las hebras es
trascripta activamente (Fields, B.N. et al. 2007), (Bernard, H.U. et al. 2010).
Funcionalmente, su genoma se puede dividir en tres regiones distintas:

1. La primera es una region reguladora no codificante de entre 400 a

1000 pb, denominada usualmente region larga de control (del inglés, Long Control

Region, LCR). Esta region contiene secuencias promotoras y silenciadoras que

regulan la replicacion del ADN controlando la transcripcion de los marcos abiertos

de lectura (del inglés, Open Reading Frames, ORF). Es la regién de mayor

variacion genodmica del virus.

2. La segunda es la regién temprana, que contiene los ORF de las
proteinas E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7, que estan involucradas en la replicacién y

oncogeénesis viral.

3. La tercera es la region tardia, que codifica para las proteinas

estructurales L1 y L2, que conforman la capside viral.

La Figura 1 representa en forma esquematica la distribucion gendémica en el HPV.
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Figura 1. Organizacién genémica del HPV-16.

TAXONOMIA DE LOS VIRUS PAPILOMA HUMANO

En el afio 2004, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (del inglés,
International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) reconocié formalmente a la
familia Papillomaviridae (de Villiers, E.M. et al. 2004). Actualmente, existen mas de 120
VP humanos y animales descriptos y cientos de nuevos candidatos que estan siendo
estudiados y secuenciados.

La familia Papillomaviridae incluye géneros, especies, tipos, subtipos y variantes, y
cuando se comparan las secuencias de un largo nimero de PV uno puede observar la
formacion de un arbol filogenético como el representado en la figura 2. Los géneros se
constituyen siguiendo una légica que asocia los tipos virales que se agrupan en las
principales ramas jerarquicas del arbol filogenético. Por lo general, incluyen VP que en la
mayoria de los casos tienen caracteristicas comunes, pero no necesariamente comparten
propiedades biologicas.

Las ramas secundarias o menores del arbol se identifican con nimeros que hacen
referencia a las especies. En los VP, las especies estan constituidas por grupos de

genotipos.
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El tipo viral también se identifica con un niumero y actualmente se define como un

genoma completo de VP cuya secuencia nucleotidica difiere en la region L1 de cualquier

otro en mas de un 10%.

El término subtipo se aplica a los genomas de VP que difieren de cualquier otro en

2-10% de su secuencia en la regidon L1; pero su existencia es escasa, asi como su

aislamiento e identificacion.
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Figura 2. Arbol filogenético de los virus papiloma (Adaptado de E.M. de Villers y col., Virology 2004).

En un nivel analisis mas detallado de estos virus, se ha podido observar la

existencia de variantes intratipicas, que se definen como genomas con variaciones de

hasta un 2% en la secuencia nucleotidica del gen L1 y/o 5% de las regiones no
codificantes (Bernard, H.U. et al. 2006), (Bernard, H.U. et al. 2010), (Van Doorslaer, K. et

al. 2011) respecto de la secuencia prototipo o genoma de referencia (Primer aislamiento

secuenciado de un tipo viral dado) (de Villiers, E.M. et al. 2004).
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PATOGENIA

La infeccion por HPV es muy comun y puede afectar tanto la piel como las
mucosas, mostrando una especial predileccion por células del epitelio escamoso,
columnar, cuboidal o de los epitelios de transicion (Munger, K. et al. 2004), (Schiffman, M.
et al. 2007).

Los HPV cutaneos constituyen un grupo con propiedades biolégicas y patogénicas
diferentes a las de los HPV mucosos.

Los HPV mucosotropos, se subagrupan segun su potencial oncogénico en
genotipos de alto riesgo oncogénico (HPV-AR) los cuales bajo la forma de infeccion
persistente pueden conducir a la transformacion neoplasica; bajo riesgo oncogénico
(HPV-BR) comunmente presentes en las lesiones benignas con minimo riesgo de
progresion maligna, y aquéllos de probable alto riesgo oncogénico (HPV-PAR) cuyo
potencial carcinogénico esta aun en evaluacion (Munoz, N. et al. 2003), (Castle, P.E. et al.
2010) (Tabla 1). Para éste ultimo grupo se requieren analisis epidemioldgicos adicionales
y de mayor amplitud para poder definir su verdadero potencial carcinogénico (Munoz, N.
et al. 2003), (Bouvard, V. et al. 2009), (Schiffman, M. et al. 2009).

Bajo riesgo Probable alto riesgo Alto riesgo

6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 26, 53, 66, 68, 73, 82 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
70,72, 81, CP6108 51, 52, 56, 58, 59

Tabla 1. Clasificacion de los HPV mucosotropos de acuerdo a su potencial oncogénico. (Mufioz, N. et
al., 2003) (Bouvard V. et al. 2009)

La transmision se produce por contacto directo con la piel o las mucosas
infectadas, a través de traumas y microabraciones del epitelio. En el caso de los HPV
anogenitales, la infeccion se produce principalmente por contacto sexual. (Doorbar, J.
2007), (Bosch, F.X. et al. 2008), (Stanley, M.A. 2012).

Los HPV mucosos, ademas de infectar el tracto anogenital, pueden producir
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lesiones en la mucosa orofaringea, digestiva y respiratoria.

La infeccion por HPV esta asociada etiolégicamente a practicamente el 100% de
los canceres de cuello uterino (CCU); también se vincula con el desarrollo de neoplasias
extracervicales, tales como: cancer vulvar (~ 50%), cancer vaginal (» 65%), cancer de
pene (~ 40%), cancer anal (» 95%) y canceres de cabeza y cuello, en especial los
orofaringeos (cavidad nasal, glandulas salivares, amigdalas, lengua, boca) (» 60%).
(CDC 2013).

Los HPV-BR (més frecuentemente los HPV-6 y 11) pueden generar lesiones
proliferativas benignas en la mucosa anogenital (verrugas o condilomas), que por lo
general son autolimitadas. Con muy baja frecuencia, pueden también causar la
papilomatosis laringea, caracterizada por su morbilidad debido a las frecuentes
recurrencias (Forman, D. et al. 2012), (Patel, H. et al. 2013).

HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR HPV

Se estima que al menos el 70% de la poblacién se infectara con uno o varios
genotipos de HPV en el transcurso de su vida sexual activa (Koutsky, L. 1997). La
mayoria de las infecciones (con o sin alteraciones citolégicas) son transitorias; esto
significa que son eliminadas o suprimidas por el sistema inmune mediado por células en
un periodo de 1-3 afios (90% a los dos afios) con una media de 6-18 meses desde la
primera exposicién (Munoz, N. et al. 2003), (Trottier, H. et al. 2006), (Schiffman, M. et al.
2007).

Dadas las caracteristicas replicativas de estos virus, la zona del cuello uterino, sitio
en el que se reunen el epitelio columnar del endocervix y el epitelio estratificado
denominada zona de transformacion (ZT), es el lugar anatomico y fisiologico preferido
para el asiento de las lesiones inducidas por HPV (Figura 3). Esto se debe a que en esta
zona, un tipo de epitelio reemplaza al otro a través de un proceso denominado metaplasia
(Burd, E.M. 2003), (Schiffman, M. et al. 2007) lo que involucra una activa mitosis que
favorece al ciclo de vida del virus. El ano y las amigdalas también son ejemplos de tejidos

con ZT susceptibles a la carcinogénesis por HPV.
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Figura 3: Localizacion anatémica del cuello uterino (parte superior) y esquema detallado de la
union escamo-columnar (parte inferior).

Durante la infeccién productiva en las células cervicales pueden observarse

cambios morfoldgicos leves a moderados inducidos por el virus, que se asocian con la
neoplasia intraepitelial cervical grado 1 (CIN 1), también llamadas lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (L-SIL). Por otro lado, existe un grupo minoritario (menos del

20%, aunque numeéricamente importante dada la alta circulacion viral) de infecciones
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producidas por tipos de HPV-AR que persisten; éstas son las infecciones que concentran
el foco de la atencion ya que tienen una elevada probabilidad de avanzar a neoplasias
intraepiteliales cervicales grado 2 y 3 (CIN2, CIN3), que juntas forman parte del grupo
también conocido como lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (H-SIL),
precursoras del cancer cervical. Se estima que el tiempo necesario para alcanzar esta
progresion a cancer cervical, en caso de permanecer sin tratamiento, es de varios afios
(hasta mas de una década). Esta situacion ocurre preferentemente en las mujeres
mayores de 30 afios; por esta razon, los programas de tamizaje estan dirigidos en
especial a este grupo etario, con el fin de identificar a las mujeres portadoras de CIN 3/ H-

SIL que son lesiones aun curables (Stoler, M.H. 2000) (Figura 4).

Infeccién transitoria Infeccién persistente
=% [ M ) [ > o

Infeccion Invasion
Cérvix Lesion

Cérvix normal Precancerosa = Cancer

(HSIL 6 CIN 2/3)

<+—— nfectado
Eliminacion

Figura 4. Historia natural de la infeccion por HPV y desarrollo de cancer cérvico-uterino. En la parte
superior pueden observarse fotos correspondientes a citologias exfoliativas del cérvix (tincion 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

La infeccion por HPV muestra una distribucion caracteristica segun la edad que ha
sido demostrada en numerosos estudios epidemioldgicos; muestra un pico en edades
tempranas y cercanas a la edad de inicio de relaciones sexuales (IRS) y un descenso,

mas 0 menos marcado, a medida que se avanza a edades mayores (Franceschi, S. et al.
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2006) (Figura 5). Se sabe, ademas, que una vez que en la persona infectada el virus se

ha hecho indetectable, se puede volver a infectar con el mismo tipo viral (reinfeccién) o

reactivarse la infeccién ya adquirida (Schiffman, M. et al. 2007).

Los tipos de HPV-AR muestran mayor tendencia a persistir; en especial para el

HPV-16 se ha demostrando una ventaja selectiva para replicarse, mantenerse activo y

transmitirse, 1o que explica en gran parte su predominio mundial (Khan, M.J. et al. 2005),
(Schiffman, M. et al. 2010).

normal ~
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Cervix —. Cervix infectado —

Persistencia viral
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Regresion Invasion
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| — | ] ]
I [ [ [ [ |
30 45
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Figura 5. Prevalencia de infeccion de HPV, de lesiones precancerosas y de CCU, por edad de

la mujer. (Adaptado de Schiffman y col., 2005).
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POTENCIAL ONCOGENICO VIRAL

Numerosos estudios de casos y controles y de seguimiento demostraron la
asociacion etioldgica entre la infeccion persistente por HPV-AR y el cancer de cérvix y sus
lesiones precursoras (Bosch, F.X. et al. 1995), (zur Hausen, H. 1996), (Walboomers, J.M.
et al. 1999), (Bosch, F.X. et al. 2002). La suma de los datos epidemiolégicos y
experimentales obtenidos de las numerosas publicaciones permiti6 a la Agencia
Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) elaborar en 1995 un documento
estableciendo que estos virus son carcinogénicos en humanos (IARC 1995). La
asociacion entre la infeccion por los HPV-AR y el cancer de cérvix cumple con los criterios
de causalidad propuestos por Sir Bradford Hill, sefialando a esta infeccibn como un factor
necesario para la génesis de la neoplasia. De esta manera se puso fin a una controversia,
dando un estimulo a la aplicacién de la deteccion viral en el campo clinico y abriendo
nuevas posibilidades en el campo de la inmunoprevencion. La carcinogénesis por HPV
esta basada en la capacidad que muestran ciertas proteinas de los virus de alto riesgo de
interferir en control de la proliferacion celular. En las lesiones preneoplasicas severas y los
canceres, el ADN viral se encuentra integrado al genoma de la célula infectada. Este
evento involucra la ruptura del gen viral E2, conduciendo a una sobreexpresion de las
oncoproteinas virales E6 y E7 y a la desestabilizacién del genoma celular. Se demostro in
vitro que las oncoproteinas E6 y E7 de los HPV-AR presentan la propiedad de unirse con
alta afinidad a las proteinas celulares supresoras tumorales p53 y pRB (proteina del
retinoblastoma), respectivamente, para luego degradarlas. Otros blancos celulares
también serian afectados por la accibn de E6 y E7. Como consecuencia de las
interacciones de las oncoproteinas virales, hay un exceso de mitosis y desactivacion de
los mecanismos de apoptosis, originando una inestabilidad genética sostenida que induce
la transformacion maligna (Munger, K. et al. 2002), (Minger et al. 2004), (Doorbar, J.
2006) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de carcinogénesis inducida por HPV. Se representa la
interaccién de las proteinas virales E6 y E7 con las proteinas supresoras de tumores de las células

cervicales.

COFACTORES ASOCIADOS A LA CARCINOGENESIS POR HPV

La ubicuidad del HPV vy el largo periodo entre la infeccién y el desarrollo del cancer
(afios), indican que la presencia viral, si bien es necesaria, no es suficiente para generar
la neoplasia; otros factores deben contribuir para la transformacién maligna. Se han
considerado entre otros, la exposicion a carcindgenos (tabaquismo), estado nutricional y
co-infecciones con patdgenos potencialmente oncogénicos (Herpes simplex, clamidias)
(Smith, J.S. et al. 2002), (Smith, J.S. et al. 2004), (Deluca, G.D. et al. 2006), (Deluca, G.D.
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et al. 2011). Asimismo se consideran criticos los factores del hospedador como el estado
inmunoldgico y hormonal (Munoz, N. et al. 2006), (Wheeler, C.M. 2008).

Las alteraciones genéticas del hospedador constituyen también un foco de
atencion debido a la naturaleza multietapas de la oncogénesis, en la cual cada paso
constituye un cambio genético independiente e irreversible que contribuye a incrementar
la desregulacién de la proliferacién celular. Algunos estudios han mostrado activaciones
de oncogenes de la familia ras por mutaciones puntuales en carcinomas cervicales y en
lesiones premalignas, asociados con HPV-AR; asimismo se ha hallado amplificacion en
oncogenes C-myc vinculada con progresion maligna en el cérvix (Alonio, L.V. et al. 2000),
(Alonio, L.V. et al. 2003), (Landro, M.E. et al. 2008).

Dentro de los factores del hospedador, la respuesta inmune mediada por células
constituye la principal via de control y eliminacién la infeccion por HPV. En los distintos
individuos se expresan formas diferentes de los antigenos leucocitarios humanos (HLA),
responsables de la amplia diversidad en la seleccion y presentacibn 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” (Ej.: HLA DR4 y DQ*0302), mientras que otros detectados en
mujeres infectadas que no desarrollaron lesiones serian haplotipos “protectivos” (Ej.:HLA
DR13 y DQZ2) (Konya, J. et al. 2001), (Eiguchi, K. et al. 2008).

EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR HPV

Cada afio se detectan en el mundo 300 millones de casos nuevos de mujeres
infectadas con HPV (infeccion de transmisién sexual viral mas prevalente), 30 millones
con lesiones cervicales de bajo grado (LSIL), 10 millones con lesiones cervicales de alto
grado (HSIL) y 500.000 casos nuevos de canceres invasores de ceérvix, de los cuales
alrededor de la mitad mueren (el 80% de ellos en paises en desarrollo) (WHO 2001)
(Figura 7).
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Figura 7. Estimacion de la carga mundial de la infeccién por HPV y las lesiones cervicales asociadas

Este cancer es el segundo en frecuencia en mujeres en todo el mundo (después
del cancer de mama) y el primero en algunos paises en desarrollo, en donde representa
el 17% del total de canceres y afecta en forma creciente a mujeres menores de 45 afios.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), su incidencia varia entre 10 casos por
100.000 mujeres al afio, en paises industrializados donde ha declinado debido a eficientes
programas de prevencion y diagnostico precoz, a mas de 40 por 100.000 en paises en
desarrollo. En América Latina y el Caribe, la mortalidad por cancer cérvico-uterino no ha
disminuido en los ultimos 30 afios, registrdndose 32.000 muertes anuales por esta
enfermedad (Robles, S. 2006), (Ferlay, J. et al. 2010).

De acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Salud, en Argentina se
diagnostican cada afio aproximadamente 4.000 casos nuevos de cancer cérvico uterino y
cerca de la mitad mueren a causa de la enfermedad. Su tasa de incidencia era, en 2008,
de 17,5/100.000 mujeres y la tasa de mortalidad, ajustada por edad, de 7,4
muertes/100.000 mujeres (MSAL 2011 ). Los datos medidos de incidencia no sélo son
pocos debido a la escasez de registros de tumores, sino que las variaciones regionales
impiden extrapolar los datos existentes al pais entero. Por ejemplo, se han comunicado
incidencias de 14,6/100.000 mujeres para Bahia Blanca y alrededores y cerca del doble
para Concordia, Entre Rios (Loria, D. et al. 2007).
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La carga de enfermedad en Argentina no es homogénea: varia segun el area. Es
muy alta en poblaciones con menor nivel de desarrollo socio-econémico, por ejemplo, en
Formosa, la tasa de mortalidad entre 2005 y 2009 fue de 18.4/100.000 mujeres; en
Misiones fue de 16.8/100.000 mujeres y en Salta, de 15.4/100.000 mujeres. En la Figura 8
pueden observarse las tasas de mortalidad por CCU en orden creciente,
correspondientes a las regiones: Sur, Centro, Cuyo, NOA y NEA (MSAL 2011).
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Figura 8. Tasas ajustadas por edad de mortalidad especifica por cancer cérvicouterino por 100.000
mujeres segun provincias y regiones del pais. Argentina, quinquenio 2005-2009. Fuente: Datos de
mortalidad de la DEIS. SIVER- Instituto Nacional Del Cancer, Ministerio de Salud de la Nacion.

La distribucion de los distintos tipos virales varia de acuerdo al diagnéstico cito-
histol6gico. En mujeres con citologia cervical normal, la positividad para HPV oscila entre
10 y 15% a nivel mundial (Bruni, L. et al. 2010). En nuestro pais, el estudio poblacional
llevado a cabo por la IARC en mujeres de Concordia (Entre Rios), mostré una prevalencia
de la infeccion por HPV de 16,6%, con un pico en menores de 25 afios, similar a datos de
otros lugares del mundo (Matos, E. et al. 2003). En las muestras con citologia nhormal HPV
positivas, se puede identificar una amplia variedad de tipos virales; en general, ocupa el
primer lugar el HPV16, aunque sin predominio marcado.

En todas las lesiones intraepiteliales del cuello uterino (SIL) se detecta HPV, ya que
es su agente causal. Sin embargo, el espectro de los tipos virales que pueden
identificarse va variando a medida que avanza el grado de severidad. En las lesiones
intraepiteliales de bajo grado (LSIL) puede encontrarse gran diversidad de tipos virales; en
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un metaanalisis mundial se observd que el HPV16 fue el virus mas frecuente (26.3%),
seguido de HPV31l (11.5%), HPV51 (10.6%) y HPVV53 (10.2%) (Clifford, G.M. et al.
2005).

En las lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL) el espectro de tipos virales se
va restringiendo, con predominio de los virus de alto riesgo oncogénico, en especial
HPV16 y 18 (50%) (Clifford, G.M. et al. 2003), (Ciapponi, A. et al. 2011).

En el CCU, la positividad para HPV es virtualmente del 100%. Los tipos virales que
ocupan el primero y segundo lugar son los HPV16 y HPV18, respectivamente, alcanzando
juntos alrededor del 70% de la etiologia de las neoplasias a nivel mundial (Li, N. et al.
2010), (de Sanjose, S. et al. 2010). En América Latina y el Caribe, el mayor metaandlisis
realizado que incluyé mas de 5.500 CCU confirmé este hallazgo, siendo los siguientes
seis tipos de los HPV-AR 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 region (Ciapponi, A.
et al. 2011). En este estudio, el subgrupo de 1.000 cancer cérvico-uterino provenientes
de Argentina mostré una prevalencia de HPV-16 del 59,5% y de HPV- 18 del 17,6%;
sumados alcanzan un 77%, por lo que las vacunas actualmente licenciadas que incluyen
a estos tipos virales en su formula son apropiadas para nuestra poblaciéon (Munoz, N. et
al. 2004).

Esta predominante circulacion de HPV-16 estaria fundamentada en ventajas que
muestra este virus en cuanto a una mayor capacidad en su transmision, persistencia y

transformacion.

PREVENCION

PRIMARIA: Vacunas

En las dos décadas pasadas se hicieron enormes progresos en el desarrollo de
vacunas contra HPV que culminaron en la aprobacion de la primera generacion de las
mismas. Se trata de vacunas recombinantes a subunidades, empleando el sistema de
particulas semejantes a virus (del inglés, Virus Like Particles, VLPs) (Munoz, N. et al.
2004) (Cutts, F.T. et al. 2007) (Schiller, J.T. et al. 2008). Esta estrategia de ingenieria
genética se basa en el clonado del gen que codifica la proteina mayoritaria de la capside

viral (L1) en un vector de expresion, que cultivado en un sistema adecuado produce dicha

Jorge A. Basiletti | Tesis Maestria 2013



INTRODUCCION

proteina; cuando su concentracion en el medio de cultivo es suficientemente alta, las
moléculas de proteina se auto-ensamblan generando capsides virales vacias (VLP), cuya
morfologia es casi idéntica a la del virus nativo, pero sin genoma. Las VLPs muestran la
conformacion “natural” de los epitopes estructurales del virus requerida para la induccion
de anticuerpos neutralizantes (Stanley, M. 2010).

Existen dos vacunas licenciadas en mas de 120 paises, incluyendo la Argentina.
Ambas estan basadas en el mismo principio biotecnolégico y requieren ser administradas
por via intramuscular, en 3 dosis; sin embargo, presentan diferencias en su formulacion,
adyuvantes y células de cultivo en las que se producen (Paavonen, J. et al. 2007). 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) y licenciada por la
Administraciéon 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 (causantes de lesiones cervicales severas y CCU y de
la mayoria de las verrugas genitales (condilomas), licenciada por ANMAT en octubre
2006 (MSAL 2011).

Estas vacunas fueron disefiadas para inducir una respuesta inmune humoral con
produccion de anticuerpos neutralizantes. Ambas mostraron una elevada
inmunogenicidad en los ensayos clinicos, con una tasa de seroconversion del 100% y con
titulos de anticuerpos 10-100 veces superiores a los generados por una infeccion natural.
Ademas, la eficacia podria ser ampliada por una proteccion adicional para la infeccion y
enfermedad causada por tipos de HPV no vacunales, relacionados filogenéticamente con
aquéllos incluidos en las férmulas vacunales. La proteccidon cruzada ha sido informada
para ambas vacunas. Individuos inmunizados con la vacuna tetravalente mostraron
proteccion contra los H-SIL causados por HPV 31, 33, 35, 52 y 58 e individuos
inmunizados con la formula bivalente presentaron un muy alto nivel de proteccién cruzada
para los tipos HPV 31, 33, 45 y 51 (Stanley, M. 2010), (Schiller, J.T. et al. 2012).

En los ensayos clinicos las vacunas fueron bien toleradas y so6lo se refirieron
efectos adversos locales menores como dolor leve a moderado y eritema en el sitio de
inyeccion. En junio de 2007, el Comité Global Asesor de la OMS para la Seguridad de
Vacunas (GACVS) concluy6é que ambas vacunas tuvieron buenos perfiles de seguridad
(Lu, B. et al. 2011).

Dada la caracteristica profilactica de estas vacunas (no tienen efecto sobre

Jorge A. Basiletti | Tesis Maestria 2013



INTRODUCCION

infecciones preexistentes), previenen la infeccién en individuos que no tuvieron contacto
previo con el virus. Desde el punto de vista de la salud publica, el maximo beneficio se
obtendria inmunizando las nifias entre 9 y 13 afios, previo al inicio de la actividad sexual,
sin embargo, existen diversas estrategias y cada pais decide la politica a aplicarse en
concordancia con la magnitud del problema en su poblacion y sus posibilidades
economicas (Clifford, G.M. 2009), (Luciani, S. et al. 2009), (Luciani, S. et al. 2011).

El Ministerio de Salud de la Nacion, a través del Programa Nacional de Control de
Enfermedades Inmunoprevenibles (PRONACEI) ha introducido en el afio 2011 la vacuna
bivalente en el Calendario Nacional de Vacunacion, en forma gratuita y obligatoria para
nifias de 11 afios (MSAL 2011).

La primera generaciéon de vacunas contra HPV ha demostrado ser segura,
inmunogénica y eficaz, y se espera que provea un proteccién a largo plazo, por lo que la
OMS ha recomendado su implementacion (WHO 2009). Mientras nuevos ensayos clinicos
y el seguimiento de aquéllos que ya estan en marcha enriquecen la informacion disponible
acerca de la eficacia, la seguridad, la duracion de la protecciéon y la necesidad de
refuerzos, la evidencia actual es suficientemente robusta como para apoyar la
introduccion de la vacunacion contra HPV en los programas nacionales de

inmunizaciones.

SECUNDARIA: El tamizaje poblacional

Tradicionalmente, el tamizaje para la prevencién del CCU se hizo por el examen
citolégico de las células cérvico-vaginales, desarrollado por Georges Papanicolaou en la
década del 50°. Este examen, conocido como Pap, se basa en la blusqueda de células
andmalas indicativas de lesiones precancerosas o cancerosas (Papanicolaou, G.N. 1957).

En los paises desarrollados, la experiencia ha mostrado que la
implementacion de programas organizados basados en la citologia con control de calidad,
ha logrado reducir significativamente la incidencia y mortalidad por CCU. Sin embargo, los
paises latinoamericanos que han implementado esos programas de prevencion se han
encontrado con limitaciones para alcanzar el impacto deseado en la carga de esta
enfermedad. Las principales limitaciones se asocian con la baja cobertura de mujeres

tamizadas, el bajo porcentaje de mujeres con Pap anormal que son efectivamente
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seguidas y tratadas; la baja sensibilidad del Pap, lo que obliga a repeticiones frecuentes
para reducir el porcentaje de falsos negativos; entre otros factores que en su conjunto han
contribuido a la baja efectividad de la prevencion basada en la citologia (MSAL 2008),
(Cuzick, J. et al. 2008).

En consecuencia, desde la década de los 90, se han venido estudiando pruebas
de tamizaje alternativas, principalmente la deteccion del ADN del HPV. Mas
recientemente se han evaluado estrategias de tamizaje combinando diversas pruebas con
esquemas de diagnostico y tratamiento de lesiones detectadas que se realizan en una o
dos visitas al servicio de salud y aseguran una mayor adherencia y costo-efectividad de
los programas de tamizaje (Almonte, M. et al. 2010), (Cuzick, J. et al. 2012).

Las pruebas de HPV ofrecen numerosas ventajas cuando se la compara con el
tamizaje citolégico. Sin embargo, aun entre las mujeres mayores de 30 afios, la relacion
entre cancer cervical e infeccion transitoria es baja y los ensayos de HPV deben resolver
el problema intrinseco de un valor predictivo positivo bajo. Esta menor especificidad de las
pruebas de HPV requiere de una prueba adicional (“triage”) en las mujeres que son
positivas para ADN de HPV en el tamizaje primario, para poder identificar a aquéllas que
estdn en riesgo de ser portadoras de una lesién precursora del cancer cervical y
tranquilizar a aquéllas que solo tienen una infeccion transitoria 0 de bajo riesgo. El triage
incluye los métodos de inspeccion visual, la citologia y los biomarcadores moleculares
(ARNm de E6/E7 de los HPV-AR, proteina E6 de los HPV-AR, pl16). Actualmente, se
estan desarrollando algoritmos que emplean como tamizaje primario la prueba de HPV,
bajo diferentes contextos y adaptandose a las necesidades locales (Chan, P.K.S. et al.
2012), (Meijer, C.J. et al. 2009), (Meijer, C.J. et al. 2009), (Dillner, J. et al. 2010), (Snijders,
P.J. etal. 2012).

Un amplio espectro de pruebas de HPV esta disponible, con diferentes
caracteristicas técnicas y propiedades analiticas y de utilidad clinica. Para la eleccion
deben considerarse no sélo los aspectos econémicos y practicos, sino que la prueba este
validada para ese fin (Picconi, M.A. et al. 2012).

En nuestro pais, el Ministerio de Salud de la Nacion ha aprobado la incorporacién
de la prueba virolégica como tamizaje primario para la prevencion del CCU, en un
esquema integral que incluye el diagnostico y tratamiento de lesiones detectadas. En el
afo 2011, el Instituto Nacional del Cancer, a través del Programa Nacional de Prevencion

de Céancer Cérvico-uterino, ha iniciado la implementacion de esta prueba en los servicios
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de salud de la provincia de Jujuy; en 2013 se sumaran las provincias de Neuquén,
Catamarca y Misiones y se espera que este ensayo se vaya incorporando gradualmente
al resto del pais (MSAL 2011).

VARIABILIDAD GENETICA DEL HPV-16

Los HPV son genéticamente estables; mutan muy lentamente debido a que su
genoma es ADN doble cadena y que para su replicacién usan la DNA polimerasa de alta
fidelidad de la célula hospedadora. Sin embargo, se han identificado diversas variantes
intratipicas mediante el andlisis de distintas regiones gendémicas virales (Bernard, H.U.
2005), (Bernard, H.U. et al. 2006), (Doorbar, J. 2006).

Los polimorfismos nucleotidicos pueden ocurrir a través de mutaciones al azar que
luego se establecen y se fijan en una poblacion. (Chan, S.Y. et al. 1992) (Bernard, H.U. et
al. 2006).

Los estudios de la variabilidad genética se iniciaron con HPV-16 por ser el virus de
alto riesgo mas prevalente en cancer de cérvix, a nivel mundial (Bosch, F.X. et al. 2002),
(Li, N. et al. 2010), (de Sanjose, S. et al. 2010), esto podria explicarse por una alta
eficiencia replicativa y elevada capacidad para persistir del HPV-16 en relacion a otros
tipos virales de alto riesgo.

El HPV-16 fue secuenciado por Seedorf y col. en 1985 (Seedorf, K. et al. 1985); a
este primer aislamiento se lo conoce como clon referencial o prototipo. Fue revisado en
1995 por Myers y col. lo que permitié corregir un error de 2 bases en la lectura del ORF
de LCR (Myers, G. et al. 1995).

Existen numerosas variantes producidas en la naturaleza que ya han sido
identificadas.

El primer estudio multicéntrico internacional de las variantes de HPV-16 fue llevado
a cabo por Ho y col. en 1993 (Ho, L. et al. 1993) y estuvo basado en la comparacién de la
secuencia de un fragmento de 364 pb de LCR, a partir de aislamientos de HPV-16
realizados en muestras cérvico-vaginales provenientes de 25 regiones geograficas del
mundo. Este trabajo determind que las variantes de HPV-16 en LCR segregan de manera
robusta generando un arbol filogenético con 5 principales linajes o ramas: la europea (E),
asidtica (As), Asiatico-americana (AA), y 2 linajes africanos (Africano 1y 2; Af-1y Af-2). El

prototipo de HPV-16 quedé incluido dentro de la rama E (E-P). Los nombres de las ramas
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derivan del origen geogréafico de las poblaciones en las cuales esas variantes son mas
prevalentes. Posteriormente, Yamada y col. secuenciaron ademas L1 y E6 y describieron
una rama adicional que se llamé Norteamericana (NA) (Yamada, T. et al. 1995).

Las implicancias patogénicas de las variantes no han sido aun esclarecidas,
aunque se ha sugerido que las descriptas en LCR estarian asociadas con diferencias en
su capacidad de unién a factores celulares y virales reguladores de la transcripcion y
replicacion que modificarian su capacidad transformante (Yamada, T. et al. 1997),
(Sichero, L. et al. 2006), (Xi, L.F. et al. 2007), (Sichero, L. et al. 2007), (Mendoza, L. et al.
2013). Por otro lado, el estudio de los genes L1 y E6 también ha sugerido que diferencias
en su secuencia nucleotidica podrian vincularse con cambios en la respuesta inmune del
hospedador y en el potencial oncogénico, respectivamente (Yamada, T. et al. 1995)
(Touze, A. et al. 1998) (Villa, L.L. et al. 2000) (Hildesheim, A. et al. 2001).

En la actualidad se observa un renovado interés en el estudio de la variabilidad
genética de HPV-16, basado principalmente en la identificacion de nuevas variantes y la
profundizacién del conocimiento de su historia evolutiva. Asimismo, el andlisis de las
diferencias en las propiedades bioldgicas y patogénicas podria ser de impacto clinico, ya
gue permitiria discriminar a pacientes portadoras de variantes virales con mayor potencial
oncogénico (Sichero, L. et al. 2006), (Xi, L.F. et al. 2007), (Sichero, L. et al. 2007). En
Argentina existe escasa informacion sobre la circulacion de variantes de HPV-16; los
datos disponibles se restringen a comunidades de aborigenes quechua, guaranies y
pilaga (Picconi, M.A. et al. 2003), (Tonon, S.A. et al. 2007), (Deluca, G.D. et al. 2012). Por
lo tanto, resulta de sumo interés ampliar este conocimiento a poblaciones urbanas de

distintas provincias argentinas.
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OBJETIVOS

General

- Contribuir al conocimiento de la epidemiologia molecular de la infeccién genital
por HPV, a través del estudio de las variantes de HPV tipo 16 circulantes en
distintas provincias argentinas que forman parte de la Red Nacional de
Laboratorios de HPV.

Particulares

Analizar la variabilidad genética en la region gendémica LCR del HPV tipo 16.

Comparar con los datos obtenidos en otras partes del mundo.

- Evaluar la posible asociacion entre la presencia de determinadas variantes de

HPV-16 y la severidad de la lesion.

- Analizar la historia evolutiva de las variantes identificadas en esta poblacion a

través del estudio filogenético de las secuencias obtenidas.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Se incluyeron 314 muestras de ADN obtenido de células cérvico-vaginales que
fueron previamente identificadas como HPV-16 positivas. Estas muestras fueron
recogidas en hospitales publicos de las provincias argentinas y fueron tipificadas en los
respectivos laboratorios de referencia de HPV que forman parte de la Red Nacional de
Laboratorios de HPV (Corrientes, Santiago del Estero, Chaco, Cérdoba, Misiones, Tierra
del Fuego y Tucuman).

Dentro del total de las muestras incluidas, hubo 261 que contaban con el
diagnéstico citologico realizado en base al Sistema Bethesda 2001 (Solomon, D. et al.
2002); entre ellas 43 correspondian a citologia normal, 146 a L-SIL, 59 a H-SILy 13 a
CCU. Cincuenta y tres muestras quedaron sin diagnosticar.

Todas las pacientes dieron el consentimiento para su inclusion en este estudio.

DETECCION DE VARIANTES EN LCR POR SECUENCIACION

Para el analisis por secuenciacion de LCR se amplific6 un fragmento de 364 pb
(posiciones nucleotidicas comprendidas entre 7480 al 7843), mediante una PCR
especifica para HPV-16 (Ho, L. et al. 1991). La reaccion se llevé a cabo en un volumen
final de 100 ul conteniendo 5 uL de templado, 10 mM Tris HCI (pH 8.5), 50 mM KCI; 1,5
mM Mg,Cl; 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 5 U de AmpliTaq (5 U/ul,
Fermentas) y 50 pmoles de cada cebador (LCR A y LCR B). La amplificacion se realizé en
un termociclador Perkin EImer GeneAmp 2400 con el siguiente programa: 94°C, 60 segq.;
65°C, 90 seg. y 72°C, 120 seg., 40 veces, con extension terminal a 72°C, 300 seg.

Los productos amplificados fueron evaluados por electroforesis en agarosa al 2%,
seguido de tincidbn con bromuro de etidio y posterior observacion por transiluminacion
ultravioleta. Las muestras que fueron negativas para la amplificacion por PCR de LCR
fueron descartados del estudio.

Una vez confirmados los amplicones, se procedié a la purificacion empleando

columnas comerciales, segun especificaciones del fabricante (Wizard SV Gel and PCR
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Clean-UP System, Promega). Brevemente, al volumen de producto de PCR se le agreg6
igual volumen de la solucion de unién a la membrana (Membrane binding solution); la
mezcla fue transferida a una columna con membrana de silica la cual esta acoplada a un
tubo colector. Luego de una incubacion de 1 minuto a temperatura ambiente, el conjunto
columna-tubo colector se centrifugé a 14000 RPM durante 1 minuto. Se descarté el eluido
y se realizaron dos lavados sucesivos (wash solution); por ultimo, se procedié a eluir el
ADN purificado agregando a la columna 50ul de agua ultra pura, seguido de una
centrifugacion a 14000 RPM durante 1 minuto.

Posteriormente, se realizd la reaccion de secuencia en un volumen final de 10ul
conteniendo 1 uL del producto purificado, 1X sequencing buffer (Applied Biosystems),
0,5ul de Big Dye 3.1 (Applied Biosystems), y 25 pmoles del mismo cebador utilizado en la
reaccion de PCR inicial (LCR A). La amplificacion se realizdé en un termociclador BioRad
Mycycler con el siguiente programa: 96°C, 10 seg.; 60°C, 5 seg. y 60°C, 240 seg., 30
veces.

El producto obtenido fue precipitado con etanol y posteriormente se realizé la
secuenciacion en forma automatica en el equipo Applied Biosystems Hitachi 3500 Genetic
Analizer.

Con el fin minimizar la posibilidad de que las variaciones nucleotidicas observadas
fueran artefactos resultantes de errores de la Taqg polimerasa, los cambios de secuencia
fueron aceptados solo cuando se reproducian en una segunda PCR.

Cuando los resultados sugerian la presencia de una variante no descripta con
anterioridad, se procedid a su confirmacion mediante la secuenciacion de ambas cadenas
del ADN viral.

ANALISIS ESTADISTICO
A fin de evaluar una posible asociacion entre variantes virales y la severidad
de la lesion se empled el test de Fisher. Se analizd el diagnostico citolégico

(agrupado en Normal/L-SIL y H-SIL/Cancer) versus variantes.
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ANALISIS FILOGENETICO DE HPV-16

Con el objetivo de analizar la historia evolutiva de las nuevas variantes
identificadas, se evaluaron las secuencias nucleotidicas de un fragmento de 364 pb de la
LCR.

Las secuencias fueron comparadas de a pares para finalmente lograr un
alineamiento multiple, mediante la aplicacion del programa Clustal W, dentro del software
Bioedit (Hall, T.A. 1999).

Para la inferencia de las filogenias se utilizaron distintos métodos, eligiéndose
Neighbor joining (NJ) que trabaja sobre matrices de distancia y Maximum Likelihood
(DNAML) que compara directamente los caracteres de la secuencia (en este caso,
nucleétidos) y Tamura 3 parametros + G como modelo de evolucion. Ambos
programas estan incluidos en el paquete MEGA 5 (Tamura, K. et al. 2007). La
inferencia y construccion del arbol fue asistida por el modelo Neighbor joining (NJ) y la

proporcion de bootstraping calculada con 1000 replicas.
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DETECCION DE VARIANTES DE HPV-16 POR SECUENCIACION DE LCR

De las 314 muestras analizadas, 281 (89.5%) amplificaron el fragmento esperado
(Figura 9) y fueron secuenciadas. De éstas, 263 (93.60%) muestras rindieron un
electroferograma legible, por lo que éste niumero fue considerado el definitivo para el
andlisis de los resultados. La Figura 10 muestra, a manera de ejemplo, el

electroferograma obtenido de la secuenciacion automética de la muestra ACdb-130.
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Figura 9. Andlisis de los productos de LCR amplificados por PCR, corridos por electroforesis en gel de
agarosa al 2% , tefiidos con bromuro de etidio y observados por transiluminacion ultravioleta. Calles 1-11:
muestras; C-: control negativo; C+: Control positivo; M: marcador peso molecular (escalera de a 100 pb). En las
muestras positivas, se puede observar la banda correspondiente al tamafio molecular del producto esperado (364 pb).
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Figura 10. Electroferograma correspondiente a la muestra ACdb-130; con circulos rojos se destacan los
cambios nucleotidicos presentes en esta secuencia con respecto a el HPV-16 E- prototipica
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Se hallaron 8 variantes (Figura 11); de ellas, 5 coincidieron con secuencias ya
descriptas en otras partes del mundo, tales como E G-1, E G-10, E G-11, AAB-14y AA
IND-8. Ademas, se identificaron 3 variantes nuevas, denominadas: ACdb-130 (A:
Argentina, Cdb: Cordoba), ASgo-326 (A: Argentina, Sgo: Sgo. del Estero) y ACor-159 (A:
Argentina, Cor: Corrientes); en la denominacion otorgada, la provincia mencionada es
aquélla en donde se identifico la variante por primera vez.

La tabla 2 muestra la distribucion, por provincia, de las variantes identificadas en
las muestras analizadas.

Dentro de las nuevas variantes identificadas, la ACdb-130 resulté semejante a la
NA-1 con dos cambios adicionales: G7507>C, A770>G, la ASgo-326 es similar a la variante
E G-10, con un cambio adicional: G7s67>A, y la ACor-159 es parecida a la variante E IND-
7, con un cambio adicional: A7e35>C.

Las 3 secuencias nuevas fueron ingresadas al GenBank; y se les asignaron los
siguientes numeros de acceso: KF575120 (ACdb-130), KF575121 (ACor-159), y
KF575122 (ASgo-326).

No se observaron deleciones ni inserciones en los fragmentos secuenciados.

No se detectaron coinfecciones con distintas variantes
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Figura 11. Alineamiento de las secuencias del fragmento de LCR identificadas en el estudio. Pueden
observarse los cambios nucleotidicos con respecto al clon referencial de HPV-16 (E G-11)
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Tabla 2. Distribucion de variantes de HPV-16 en LCR con sus respectivos cambios nucleotidicos, por
provincia
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ANALISIS ESTADISTICO

En el subgrupo de 220 muestras que contaban con el diagndstico citologico se llevo
a cabo el test de Fisher a fin de evaluar una posible asociacion entre variantes virales y la
severidad de la lesion. No se observO una asociacion estadisticamente significativa
(p=0.24) entre alguna de las variantes y la severidad de la lesion. Sin embargo, pudo
observarse una tendencia de aumento en la proporcion de las variantes no-E (AA) a
medida que crece la severidad de la lesidon: 4,5% en los controles normales y lesiones
benignas (L-SIL) y 7,9% en lesiones severas (H-SIL) y cancer.

La distribucién de variantes de HPV-16 versus severidad de la lesion se muestra en
la tabla 3.

En la tabla 4 puede observarse la distribucion de las variantes Europeas de HPV-

16 (prototipicas y No prototipicas), de acuerdo al diagnostico citologico.

Diagnéstico citoldgico

Normal/L-SIL H-SIL/Cancer Total
Rama N (%) N (%) N (%)
157 63 220
(100) (100) (100)

A8 7 5 12
(4.5) (7.9) (5.5)

E 150 58 208
(95,5) (92,1) (94,5)

Tabla 3. Distribucion de las variantes de HPV-16 identificadas de acuerdo al
diagnéstico citolégico
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Diagnéstico citolégico
Normal L-SIL H-SIL Cancer Total
Rama N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
36 114 48 10 208
(100) (100) (100) (100) (100)
8 29 11 2 50
E-P
(22) (25) (23) (20) (24)
28 85 37 8 158
E-no P
(78) (75) (77) (80) (76)

Tabla 4. Distribucion de las variantes Europeas de HPV-16 (prototipicas y No
prototipicas) de acuerdo al diagndstico citoldgico

ANALISIS FILOGENETICO DE HPV-16 EN LCR

Las 8 secuencias obtenidas en este estudio fueron alineadas junto a otras 41
obtenidas del GenBank que fueron previamente descriptas en otras partes del mundo (Ho,
L. et al. 1993), (Picconi, M.A. et al. 2003), En la Figura 12 puede observarse el arbol
inferido.

Las nuevas variantes ACor-159 y ASgo-326 quedaron ubicadas dentro de la rama
E, mientras que la nueva variante ACdb-130 se localizé dentro de la rama AA.

En la Figura 13 se muestra la proporcién de aislamientos de HPV-16 E-P y las

variantes no prototipicas (E-NoP y AA) identificadas en este estudio.
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Figura 12. Arbol filogenético obtenido mediante el analisis de las secuencias parciales de LCR de
HPV-16. Los circulos rojos sefialan las tres nuevas variantes identificadas en este estudio. La inferencia fue
asistida por el programa Mega 5.0. Las cinco ramas (E: Europea, AA: Asiatico-americana, As: Asiatica, Af1y

2: Africana 1y 2) se distinguen con diferentes colores.
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Variante E-NoP

Variante E-P
22 4%

Figura 13. Distribuciéon de aislamientos de HPV-16 E-P y de variantes no prototipicas (E-NoP y AA)
identificadas en este estudio.
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DISCUSION

El presente trabajo contribuye al conocimiento de la epidemiologia molecular del
HPV-16, a través de un estudio multicéntrico de las variantes en LCR circulantes en

distintas provincias argentinas.

VARIABILIDAD GENETICA DE HPV-16 Y PATOGENIA

El estudio de la variabilidad genética ha sido abordado también en otras regiones
del genoma viral; sin embargo, esta tesis ha enfocado el analisis de la secuencia de LCR
ya que demostrod ser util y muy informativa para distinguir todos los linajes (Cornet, I. et al.
2012). Se ha observado que ciertas partes de LCR son mas densas en informacion
filogenética que otras, siendo el menor fragmento que permitio la distincién de los nueve
sub-linajes el que se extiende desde el nt. 7743 al nt 25 (tamafio aproximado: 300 pb);
este fragmento esté incluido en la region parcial de LCR analizada en este estudio.

El andlisis de LCR permitio identificar virus prototipico y variantes de HPV-16.
La variantes E mostraron una marcado predominio (94,5%), superando el valor informado
por Yamada y col (76,8%) para Ameérica Central y del Sur (Yamada, T. et al. 1997) aunque
mas cercano al informado en indigenas guaranies de Misiones (83%) (Tonon, S.A. et al.
2007), y en Paraguay (82,1%) (Mendoza, L. et al. 2013). Si bien esto puede deberse a
diferencias en la cantidad y diversidad clinica de las muestras incluidas y a las
caracteristicas étnicas y geogréaficas de la poblacion estudiada, los datos obtenidos
confirman la superioridad de las variantes E de HPV-16 en Sudamérica.

Casi la totalidad de las variantes identificadas coincidieron con secuencias ya
descriptas: dentro de la rama E, las variantes G-1, G-10, G-11 aisladas por primera vez en
muestras de pacientes de Alemania; y dentro de la rama AA, las variantes IND-8 y B-14,
descriptas inicialmente en muestras de la India y Brasil, respectivamente (Chan, S.Y. et al.
1992), (Ho, L. et al. 1993). En catorce muestras del presente trabajo se identificaron tres
nuevas variantes denominadas ACdb-130, ASgo-326 y ACor-159.

Uno de los aspectos de mayor interés en el estudio de las variantes de HPV-
16 ha sido su posible asociacion con distintos niveles de capacidad carcinogénica. Desde
el punto de vista viral, se ha sugerido que las diferencias en la accion patogénica de las

distintas variantes podria deberse a cambios de nucle6tidos en regiones virales criticas; tal
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es el caso de LCR. Esta region tiene un rol importante en la replicacion del ADN viral;
contiene el promotor P97 ubicado hacia el extremo préximo a E6, el cual es responsable de
la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7 (Doorbar, J. et al. 2012). LCR contiene
también, sitios de union de factores celulares, AP-1, NF1, Oct-1, TEF-1, GRE, SP-1y YY-1,
gue activan o inhiben la transcripcién viral (Kammer, C. et al. 2000), (Hubert, W.G. 2005),
(Ndisang, D. et al. 2006), (Sichero, L. et al. 2012).

Uno de los factores celulares mas estudiados es el YY-1 que se une a LCR en
distintos sitios, reprimiendo la expresion de E6 y E7 (Desaintes, C. et al. 1996),
(O'Connor, M.J. et al. 1996). Si bien son escasos los estudios funcionales llevados a cabo
con variantes en LCR, se ha observado que la presencia de ciertas mutaciones en los
sitios de uniéon de YY-1 dan por resultado un aumento en la actividad transcripcional viral
y COmO consecuencia se promueve la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 (May,
M. et al. 1994), (Xi, L.F. et al. 1997), (Xi, L.F. et al. 1998), (Park, J.S. et al. 1999),
(Tornesello, M.L. et al. 2000), (Kozuka, T. et al. 2000), (Kurvinen, K. et al. 2000), (Sichero,
L. et al. 2005), (Sichero, L. et al. 2012).

En este estudio se detectaron variantes virales con cambios nucleotidicos en LCR
localizados dentro o en la proximidad de sitios de unién de factores transcripcionales, lo
gue podria afectar o anular dicha unién y/o haber generado nuevos sitios. Como fue
mencionado anteriormente, la desregulacion de la expresion de los oncogenes virales E6
y E7 a través de mutaciones en sitios claves de union de represores transcripcionales ha
sido asociada con el potencial oncogénico de estos virus. Estas mutaciones han dado
origen a variantes virales que son frecuentes en la poblacion estudiada.

En todas las variantes NoP (que incluyen a las E-NoP, AA, Af y As) halladas en
este estudio se identifico la mutacion Grs,1>A (Tabla 2), que las diferencia de las E-P;
esta mutacion afecta a uno de los sitios de unién de YY-1 por lo que ha sido propuesto
como un cambio de secuencia que justificaria el mayor potencial oncogénico de las
variantes no prototipicas, incluyendo a las AA, propuesto por varios autores (Veress, G. et
al. 1999), (Stephen, A.L. et al. 2000).

Dentro de la rama AA, las variantes B-14, IND-8 y ACdb-130 halladas en este
estudio mostraron los cambios A77202>C y C77g62T, involucrados en la interaccion con
otro sitio de YY-1, muy significativo en la represién de la transcripcion de E6 y E7
(Stephen, A.L. et al. 2000). Esto seria concordante con la mayor actividad transcripcional,

(casi el doble que la del prototipo) descripta para las variantes AA, que le conferirian
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mayor capacidad transformante (Veress, G. et al. 1999), (Sichero, L. et al. 2012),
(Sichero, L. et al. 2012).

Cabe destacar que en tres muestras provenientes de distintas provincias se
identifico la variante ACdb-130, muy relacionada con la variante NA-1, pero con dos
cambios adicionales: G75072>C y A7s70>G. Este Ultimo cambio es caracteristico de la rama
Af-2, lo cual sugeriria una probable recombinacion NA-1/Af-2; sin embargo, esto deberia
ser confirmado por clonado-secuenciacion, ya que con la tecnologia empleada en este
estudio no es posible descartar una infeccion multiple.

La variante europea ACor-159 mostr6 ademas cambios nucleotidicos en las
posiciones Az7e362>C Yy T77142G, involucrados en la interaccion con los sitios de los
factores celulares AP-1 y NF-1, respectivamente (Pande, S. et al. 2008).

Varios trabajos previos le adjudicaron a las variantes E-NoP un mayor potencial
oncogénico en tejido del cérvix (Ordonez, R.M. et al. 2004), (Sathish, N. et al. 2005),
(Lizano, M. et al. 2006). Resultados similares fueron hallados en carcinomas anales,
donde las variantes E-NoP fueron 3 veces més prevalentes que el HPV-16 prototipo (L F
Xi et al. 1998), (Da Costa, M.M. et al. 2002).

A medida que fue avanzando el conocimiento, fue creciendo la evidencia en
relacion a que serian las variantes de HPV-16 no Europeas las que estarian mas
asociadas con una mayor persistencia y oncogenicidad (Xi, L.F. et al. 1997), (Villa, L.L. et
al. 2000), (Matsumoto, K. et al. 2000), (Berumen, J. et al. 2001), (Ordonez, R.M. et al.
2004), (Xi, L.F. et al. 2007), (Zehbe, 1. et al. 2009), (Zuna, R.E. et al. 2009), (Schiffman, M.
et al. 2010).

En el presente trabajo no se pudo establecer una significativa asociacion entre las
variantes AA y la progresion a lesiones de alto grado y/o CCU, debido, principalmente, al
limitado numero de casos de variantes AA hallado en la poblacion estudiada; sin
embargo, pudo observarse una tendencia de aumento en la proporcion de las variantes
AA identificadas con el incremento de la severidad de la lesién (4,5% en los controles
normales y L-SIL vs 7,9% en H-SIL y cancer), lo que estaria en concordancia con las
publicaciones previas (Xi, L.F. et al. 2007), (Zehbe, I. et al. 2009), (Zuna, R.E. et al. 2009),
(Schiffman, M. et al. 2010).

Por otro lado, hubo predominio de variantes E-NoP en todo el espectro del
diagnostico morfologico; si bien el nUmero de casos es reducido, este hallazgo apoyaria la

idea actual en relacién a que las variantes E-NoP no presentarian una mayor capacidad
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oncogénica que las E-P, como fue en algiin momento sospechado.

Los resultados del presente estudio concuerdan con otros autores en que las
variantes E muestran un gran predominio, desde la citologia normal hasta el cancer. Si
bien las variantes no-E han sido descriptas como mas oncogeénicas, la marcada presencia
de variantes E en los CCU enfatiza el concepto del alto riesgo oncogénico del HPV-16,
independientemente de la rama filogenética a la que pertenezca; otros cofactores podrian

también estar jugando un rol en la predisposicién a la enfermedad (Tu, J.J. et al. 2006).

ANALISIS FILOGENETICO DE HPV-16

De acuerdo a los conocimientos actuales, los tipos de HPV habrian evolucionado
en primates pre-humanos y sus variantes se habrian dispersado con los grupos étnicos
humanos. Aungue los detalles son aun controvertidos entre los paleontélogos, el punto de
vista mas aceptado en relacion a la evolucion humana y migracion global sostiene que el
Homo sapiens evolucion6 en Africa aproximadamente 200.000 afios atras, dispersandose
desde ese continente hacia el sudeste de Asia y Australia alrededor de 60.000 afos atras;
mucho mas tarde, fueron reemplazados por los humanos tempranos y llegaron a climas
menos moderados como los del norte de Europa y de Asia. La migracién de los humanos
en Ameérica sucedio mediante el cruce del Estrecho de Bering, alrededor de 12.000 afios
atras, durante la ultima glaciacién (Bonatto, S.L. et al. 1997).

Se reconocen tres principales patrones por los cuales los virus podrian haber
ingresado en las poblaciones humanas: (a) Algunos virus parecen haber infectado a los
humanos desde el principio y profundizado las raices filogenéticas en ancestros pre-
humanos; este seria el caso de los virus Herpes, hepatitis B, mostrando una extensa
coevolucién con los humanos. (b) Alternativamente, algunos virus humanos evolucionaron
probablemente desde el inicio en ciertos reservorios de hospedadores mamiferos y
entraron a la poblacibn humana una o varias veces. Esto podria haber sucedido
prehistéricamente con el virus de la viruela y mas recientemente con el VIH. c)
Finalmente, otros virus humanos van y vienen frecuentemente entre diferentes
hospedadores animales y humanos, como es el caso del virus influenza. Hay evidencias
claras de que los HPV pertenecen a la primera de estas categorias. Ningun HPV ha sido

nunca encontrado en animales, y no existe ningun trabajo que haya documentado la
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infeccion humana con un virus papiloma animal (Bernard, H.U. et al. 2006).

La mayoria de las cohortes de secuencias de HPV-16 estudiadas en distintas
poblaciones del mundo presentan una mezcla de variantes, predominando en general la
gue se asocia con el origen geografico de esa cohorte (Yamada, T. et al. 1997), (Chan,
S.Y. et al. 1992), (Ho, L. et al. 1991). Asi, las variantes Af-1 y Af-2 se observan
predominantemente en el continente Africano, aunque también aparecen en otras
regiones con frecuencias menores al 10%. Las variantes E, si bien se presentan
mayoritariamente en cohortes europeas, se aislaron de casi todos los grupos étnicos
analizados en el mundo y su frecuencia oscila del 50- 93%; las variantes AA, estan casi
restringidas a América, y finalmente la rama As estd acotada casi exclusivamente a
poblaciones chinas y japonesas y es muy raro encontrarlas en otras regiones geograficas
(Bernard, H.U. et al. 2006).

En el presente trabajo, las secuencias nucleotidicas de LCR de HPV-16 obtenidas
fueron alineadas junto con aquéllas anteriormente descriptas (Ho, L. et al. 1991), (Chan,
S.Y. et al. 1992), (Ho, L. et al. 1993), a fin de analizar su historia evolutiva. Las nuevas
variantes ACor-159 y ASgo-326, fueron ubicadas filogenéticamente en la rama E,
mientras que la nueva variante ACdb-130 se agrupé en la rama AA, muy cercana a la
variante NA-1.

En coincidencia con datos obtenidos en poblacion americana, incluyendo
comunidades indigenas tales como navajos (EEUU), quechuas (Jujuy, Argentina),
guaranies (Misiones, Argentina) y pilagd (Formosa, Argentina) (Ho, L. et al. 1993),
(Picconi, M.A. et al. 2003), (Tonon, S.A. et al. 2007), (Deluca, G.D. et al. 2012), asi como
poblacion urbana de Paraguay (Mendoza, L. et al. 2013), en el presente trabajo se
observa un predominio de las variantes E; sin embargo, el hallazgo de variantes AA
confirma que dichos virus son preferentemente detectados en poblaciones americanas y
en minoria de asiaticos, mas que en otras regiones del mundo (Ho, L. et al. 1993),
(Bernard, H.U. et al. 2006).

El fragmento de LCR seleccionado para el analisis resultd lo suficientemente
amplio como para brindar abundante informacion para la identificacion de los linajes de
variantes de HPV-16 y a la vez, pequefio y escaso en mutaciones convergentes (mismas
posiciones cambiadas en distintas ramas) como para permitir una reconstruccion de la
evolucion viral sin ambigliedades.

La topologia del arbol obtenido coincide con las publicaciones previas (Ho, L. et al.
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1993), (Picconi, M.A. et al. 2003), (Mendoza, L. et al. 2013) aparentemente, se han
identificado la totalidad de las ramas de HPV-16 existentes en humanos. Las variantes
nuevas que puedan surgir, probablemente correspondan a linajes ya conocidos vy
provengan de grupos étnicos determinados, como podria ser el caso de las variantes
descriptas por primera vez en este estudio.

La concordancia entre la topologia de los arboles filogenéticos de los HPV tipos 16
y 18 con las tres principales razas humanas (africana, caucasica y del este asiatico),
apoya la hipotesis de una primitiva coevolucion virus-hospedador. Como consecuencia de
esta coevolucion, la distribucion geogréafica de las variantes se asocia a los procesos
migratorios humanos.

Considerando el origen de HPV-16 en Africa, las variantes Europeas podrian haber
evolucionado a partir de los humanos infectados con HPV-16 que se dispersaron desde
Africa (Figura 13). Es probable que las cepas Europeas se hayan generado fuera de
Africa hace mucho tiempo, ya que la variante G-1 (mutada en el nt. 7521) fue
aparentemente el genoma ancestral de la rama As, la cual podria haber demorado cerca
de 50.000 afios en evolucionar (Ho, L. et al. 1993), (Ong, C.K. et al. 1993), (Van Ranst,
M.A. et al. 1996), (Bernard, H.U. et al. 2006). Ho y col han especulado que las variantes
AA en América estarian asociadas a etnias nativas, cuyos ancestros habrian llegado
desde Asia cruzando el Estrecho de Bering, probablemente 12.000 afios atras (Ho, L. et
al. 1991), (Ho, L. et al. 1993), (Bonatto, S.L. et al. 1997), (Bernard, H.U. et al. 2006). De
acuerdo a datos previamente publicados (Chan, S.Y. et al. 1992) que estiman la velocidad
de mutacién de HPV-16 entre 10 ° y 10 =’ cambios nucleotidicos por sitio y por afio, no
es posible inferir si la variante ACdb-130 identificada por primera vez en este estudio
surgié antes o después del ingreso de los asiaticos en América.

En Latinoamérica se han observado mezclas de variantes de HPV-16 que
reflejarian los patrones de inmigracién en los paises (Ong, C.K. et al. 1993), (Ho, L. et al.
1993), (Franco, E.L. et al. 1994), (Berumen, J. et al. 2001), (Hildesheim, A. et al. 2001),
(Calleja-Macias, I.E. et al. 2004). Dado que muchas de estas sociedades multiétnicas se
originaron hace siglos, se esperaria que el mestizaje hubiera conducido a una distribucion
homogénea de las diferentes variantes. Sorprendentemente, algunos autores han
mostrado que todavia hay una cierta asociacion preferencial entre variantes especificas
del HPV-16 y algunos grupos étnicos (Ong, C.K. et al. 1993), (Ho, L. et al. 1993).

Siguiendo esta linea de razonamiento, el marcado predominio de variantes E y la escasez
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de las cepas AA hallado en este trabajo, podria asociarse con la caracteristica urbana de

la poblacion estudiada, en su mayoria bajo una fuerte influencia de la migracién europea.

Figura 13: Evolucion y distribucion de las variantes de HPV-16 en el mundo. La figura muestra la evolucion
molecular y la dispersion de las variantes de HPV-16 en tiempos prehistéricos (flechas negras), estimada
mediante el analisis filogenético de LCR. Las flechas mas gruesas representan los cambios mutacionales que
habrian dado lugar a las 5 principales ramas de divergencia intratipica (E:Europea, AA: Asiatico-americana, As:
Asiatica, Af 1-2: Africanas 1y 2). La flecha punteada indica el probable origen de las variantes E predominantes
en la poblacién estudiada.
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CONCLUSIONES

1. Este estudio aporta datos sobre la diversidad y distribucion de variantes de
HPV-16 identificadas en muestras de cérvix de habitantes de distintas provincias
argentinas. Las variantes halladas se ubicaron en las ramas filogenéticas E y AA, de
acuerdo a lo esperado dada las caracteristicas étnico-geograficas de la poblacion

estudiada.

2. Se observé un marcado predominio de variantes Europeas (tanto E-P como
E-NoP) en todo el espectro clinico, incluyendo al cancer. Esto enfatiza el concepto del
alto riesgo oncogénico del HPV-16, independientemente de la rama filogenética a la
gue pertenezca; otros cofactores estarian también jugando un rol en la predisposicion

a la enfermedad.

3. Si bien las variantes AA han sido vinculadas con un mayor potencial
oncogénico respecto del linaje E, no se pudo establecer una asociacion significativa
entre las presencia de estas variantes y el desarrollo de lesiones severas debido al
reducido niumero de casos de variantes AA hallado en la poblacion estudiada; sin
embargo, pudo observarse una tendencia de aumento en la proporcion de las
variantes AA con el incremento de la severidad de la lesion, lo que estaria sugiriendo

gue estas variantes mostrarian un mayor riesgo de progresion maligna.

4. Se identificaron 3 variantes nuevas, denominadas: ACdb-130 (Argentina
Cérdoba), ASgo-326 (Argentina Sgo. del Estero) y ACor-159 (Argentina Corrientes).
Las nuevas variantes ACor-159 y ASgo-326 quedaron ubicadas dentro de la rama E,
mientras que la nueva variante ACdb-130 se localizd dentro de la rama AA muy

cercana a la variante NA-1.

5. Las variantes detectadas mostraron cambios nucleotidicos en LCR
localizados dentro o en la proximidad de sitios de unién de factores transcripcionales,
lo que podria afectar o anular dicha unién. Estos eventos les podrian conferir un mayor

potencial oncogénico.
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6. El arbol filogenético inferido conservo la topologia previamente descripta;
esto indicaria que la totalidad de las ramas ya han sido identificadas y que las
variantes nuevas corresponderan a estos linajes preexistentes, como es el caso de las

variantes descriptas por primera vez en este estudio.

7. El marcado predominio de variantes E y la escasez de las cepas AA hallado
en este trabajo, podria asociarse con la caracteristica urbana de la poblacion

estudiada, en su mayoria bajo una fuerte influencia de la migracién europea.
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