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RESUMEN

Los papilomavirus (PV) son virus epiteliotropicos con genoma de ADN doble hebra circular, sin
envoltura y muy heterogéneos. Al momento se han descripto mas de 200 tipos en humanos (HPV):
25% asociados a infecciones de mucosas y 75% a infecciones de piel. Los HPV se distribuyen en 5
géneros en base a la identidad nucleotidica del gen L1. Los HPV mucosotrpicos se agrupan
principalmente en el género Alfa PV y son causantes de patologias benignas y malignas de la
mucosa anogenital y orofaringea. En contraste, los HPV cutaneotropicos se distribuyen en los
géneros Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu PV y la evidencia cientifica es inconcluyente sobre su rol en la
carcinogénesis cutanea. Dada la gran diversidad genética de estos virus y las distintas interacciones
que establecen con el hospedero, es necesario caracterizar la complejidad de la infeccién por HPV
en distintos epitelios para adoptar las medidas de prevencion y tratamiento de las enfermedades
producidas por estos virus.

El objetivo general de este trabajo de tesis incluyé avanzar en el conocimiento de la familia
Papillomaviridae mediante la identificacidn y caracterizacion de la infeccion por HPV en epitelios
Cutdneos y mucosos en nuestra region para contribuir a la taxonomia y a la vigilancia
epidemioldgica a nivel molecular. Para ello se abordaron los siguientes objetivos especificos:

1) Se realiz6 un estudio longitudinal y descriptivo para identificar los tipos de HPV
mucososotrépicos que circulan en cérvix en una poblacion de mujeres no vacunadas con
diagnostico de patologia cervical que concurrieron al Hospital Escuela “Eva Peron” de la ciudad de
Baigorria, provincia de Santa Fe (n=115). Las muestras se analizaron utilizando dos sistemas de
amplificacion de HPV en forma conjunta, ambos desarrollados en el laboratorio: el LIHPVPCR
16.4.1, que utiliza los cebadores de referencia MYQ09/11 y ha sido definido competente para la
identificacion de 15 tipos mucosos segun los criterios de la WHO HPV LabNet, y el sistema de
cebadores CUT, con probada capacidad para amplificar tipos de HPV que infectan epitelios
mucosos y cutaneos. La prevalencia de infeccion en esta poblacion fue del 85% vy los tipos mas
frecuentes fueron HPV16 (25%) y HPV31 (13%). Sucesivamente realizé un estudio de persistencia
de la infeccién por HPV en 68 mujeres de esta poblacion durante un periodo promedio de 24 meses.
De las 45 mujeres que recibieron tratamiento expectante (observacion de la evolucién de la lesidn
semestralmente), 29% erradico la infeccion, 29% se infecto con tipos diferentes al de la muestra de
ingreso, 38% tuvo infeccion viral persistente y 4% fue HPV-negativa durante el estudio. Entre las
23 que recibieron tratamiento quirdrgico, el 48% erradicé la infeccion, 35% se infecté con tipos
diferentes y 17% tuvo infeccidn viral persistente. Los tipos persistentes méas frecuentes en ambos
grupos fueron HPV16 y HPV31. En cuanto a la evolucidn clinica, la mayoria de las mujeres

evolucionaron favorablemente al final de estudio (100% contratamiento quirdrgico, 62% con



tratamiento expectante). Estos resultados aportan nueva informacion sobre la prevalencia y
persistencia de HPV en mujeres no vacunadas con diagnostico de patologia cervical del sur de la
provincia de Santa Fe y sienta las bases para evaluar a futuro el impacto de la vacunacién masiva
contra HPV.

2) Teniendo en cuenta que la radiacion solar se ha relacionado con la infeccién por HPV y que
Argentina se encuentra en una region de alto riesgo de exposicion a UV por el paso del agujero de
ozono entre Septiembre y Noviembre, se realizé un estudio longitudinal y descriptivo para analizar
la epidemiologia de la infeccién por HPV en piel sana expuesta a radiacion solar de 78 individuos
inmunocompetentes en 3 estaciones climaticas durante 1 afio. Las muestras se analizaron con dos
sistemas de amplificacion de HPV en forma conjunta: el sistema CUT y el ensayo FAP considerado
de referencia para el analisis de HPV en piel. La prevalencia de infeccion en primavera fue mayor
que en verano e invierno (53.9% vs 44.9% y 47.4% respectivamente), coincidiendo con el paso del
agujero de ozono. El 29% de los voluntarios tuvieron infecciones persistentes con al menos un tipo
de HPV, siendo los miembros del género Beta PV los tipos mas persistentes, especificamente el
HPV5 (Beta 1). La mayor edad de los voluntarios se asocid significativamente con mayor
persistencia de la infeccidon por HPV (p=0,019). Estos resultados sugieren que la radiacion solar
influye en la adquisicién de la infeccion por HPV en piel y que estos virus persisten en los
individuos por un periodo de al menos 1 afio sin inducir dafios en el tejido.

3) A fin de proveer nuevos virus desde la region, se caracterizaron los genomas completos de 3
tipos nuevos identificados en piel sana expuesta a radiacion solar utilizando una estrategia
altamente sensible para la amplificacion de genomas circulares desarrollada en el laboratorio. Los
nuevos tipos caracterizados son HPV 205 (Gama 1), HPV210 (Gama 12) HPV209 (Beta 2).
Sucesivamente exploramos la recombinacién como posible fuerza evolutiva en el género Gama PV
utilizando una base de datos actualizada y el programa RDP4.1. Se identificaron 2 eventos putativos
de recombinacién, ambos ubicados en el ORF E1, que cumplieron con el criterio de inclusion: un
evento intra-especie entre miembros de la especie Gama 7 (recombinante: HPV170, parental mayor:
HPV109, parental menor: HPV149) y un evento inter-especie que se detecté en todos los tipos
agrupados en la especie Gama 8 (parental mayor: Gama 24, parental menor: especie Gama 11).
Estos hallazgos se confirmaron por analisis de incongruencia filogenética. Estos aportes
contribuyen a completar la taxonomia y proveen nuevas evidencias para comprender mejor la
historia evolutiva del género Gama PV.

En conclusion, los resultados obtenidos en conjunto contribuyen a expandir el conocimiento sobre
la familia Papillomaviridae, informacién esencial para dilucidar el rol que cumplen las infecciones

por estos virus en distintos epitelios.
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1.1 Historia del descubrimiento de los papilomavirus y su asociacién con el cancer.

La historia del descubrimiento de los virus oncogénicos con genoma ADN se remonta méas de 100
afios atras cuando el italiano Giuseppe Ciuffo en 1.907 se auto-inoculaba con filtrados de verrugas
humanas libres de células y asi transmitia la lesion [1].

En 1933, Richard Shope y E. Weston Hurst demostraron la transmision de verrugas infiltrando
conejos salvajes [2] y en 1935 Peyton Rous y Joseph Beard revelaron el potencial carconogénico de
estas verrugas virales, ahora llamado papilomavirus de conejo de cola blanca [3]. Si bien no
pudieron replicar y transmitir verrugas del conejo de cola blanca en el conejo doméstico,
demostraron que el desarrollo de carcinomas de piel era frecuente luego de un prolongado periodo
de tiempo, particularmente a partir de papilomas pigmentados [3].

Una relacion entre Papilomavirus (PV) Humanos (HPV) y oncogénesis fue luego propuesta en base
a micrografias electronicas y experimentos realizados sobre una rara enfermedad de la piel llamada
epidermodisplasia verruciformis (EV) [4]. Esta patologia se manifiesta por la aparicion de lesiones
papilomatosas en grandes areas de la piel expuesta a la luz solar, algunas de las cuales pueden
convertirse en un tipo de cancer de piel luego de una o dos décadas de persistencia.

El PV bovino fue descubierto en 1.959 y se demostrd que inducia tumores malignos en piel y
mucosa [5]. Este descubrimiento fue la base a partir de la cual Harald zur Hausen propuso en 1.974
al HPV como agente etiolégico del cancer cervical [6]. A partir de 1.977 se reportd la existencia de
distintos tipos de HPV en trabajos realizados sobre lesiones de pacientes con EV [7,8].

En 1.983/84 se identificaron nuevos tipos de HPV en biopsias de carcinomas genitales y en lineas
celulares derivadas de cancer cervical [9,10]. Estos tipos denominados, HPV16 y HPV18, se
agruparon, junto con otros, dentro de los tipos de alto riesgo oncogénico (AR) para distinguirlos de
los tipos de bajo riesgo oncogénico (BR).

Sucesivamente se establecieron asociaciones de los mismos tipos de AR con el cancer de ano, pene
y de cabeza y cuello [11]. Estos virus en conjunto representan una de las causas mas importantes del
desarrollo de cancer en humanos y han sido incorporados dentro del Grupo 1 por la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer o IARC (IARC, del inglés International Agency for
Research on Cancer), que incluye agentes con suficiente evidencia de carcinogenicidad en humanos
[12].

1.2. Familia Papillomaviridae
Los PV son un grupo heterogéneo de virus sin envoltura con una céapside icosaédrica de 55 nm de

diametro y un genoma de ADN doble hebra circular de aproximadamente 8 kpb [13].
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Los PV fueron originalmente agrupados con los poliomavirus en una sola familia denominada
Papovaviridae, en base a que ambos grupos de virus poseian capsides no envueltas y genomas de
ADN doble hebra circular [14]. Sin embargo, las diferencias en tamafio, organizacion genémica y
en las secuencias aminoacidicas de sus proteinas, llevaron a que posteriormente fueran reconocidos
por el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus (ICTV, del inglés International Committe
on Taxonomy of Viruses) como dos familias independientes: Papillomaviridae y Polyomaviridae
[14].

Con maés de 300 tipos descriptos hasta el momento agrupados en al menos 49 géneros, la familia
Papillomaviridae podria ser la méas grande y exitosa familia de virus que infectan a los vertebrados
[15,16] (Tabla 1 y Figura 1). Ademas, se estima que existe un numero de tipos de PV similar a los

descriptos todavia por descubrir [17].

Tabla 1: Ndmero de géneros, especies y tipos agrupados en la familia Papillomaviridae

Datos tomados de pave.niaid.nih.gov y www.hpvcenter.se

Género Espﬁc 16S Tipos (n) Huéspedes conocidos
Alfapapillomavirus 15 77 Primates
Betapapillomavirus 7 55 Primates

Gamapapillomavirus 27 81 Humano
Mupapillomavirus 3 3 Humano
Nupapillomavirus 1 1 Humano

Otros 72 123 Otros Mamiferos, Aves, Reptiles, etc.
Total (n) 49 125 340

1.2.1. Nomenclatura de los PV

Los papilomavirus se identifican con su abreviatura (PV) y una o dos letras indicando la especie del
huésped al cual infectan: HPV para el PV humano, EcPV para el PV de caballo (Equus caballus),
etc.

El proceso de designacion de un nombre para un nuevo tipo de PV se resume en la Figura 1.
Cuando se aisla y caracteriza un nuevo tipo es necesario enviar un clon a un Centro de Referencia
que luego de confirmar la secuencia y compararla con las secuencias de PV ya identificados se le
asigna un nombre oficial [18].

En el caso particular de los HPV, cada tipo nuevo se identifica con un nimero consecutivo (Ej:
HPV-1, HPV-2,..., HPV-124, etc.) segun el momento en que fue reportado al Centro de Referencia
Internacional para Papiloma Virus Humano (del inglés, International Human Papillomavirus
Reference Center; German Cancer Research Center, Heidelberg, Alemania hasta 2012, luego

trasladado a Karolinska Institute, Estocolmo, Suecia) (Figura 1). ElI Centro de Referencia
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Internacional para Papiloma Virus Humanos también esta a cargo de la organizacion, envio de
paneles y control de los resultados de los laboratorios participantes de la WHO HPV LabNet (ver
Seccion 1.3.4.3).

Figura 1: Representacion esquematica de las acciones para que un nuevo tipo de PV sea considerado como tal

por la comunidad cientifica (Adaptado de http://pave.niaid.nih.gov/)

>10% de diferencia en ORF L1 con <10% de diferencia en ORF L1
PV conocido con PV conocido

===

Por otro lado, la aceptacion de nuevos tipos de genomas de PV animales estd basada solamente en

el reporte de su secuencia a las bases de datos (GenBank). A pesar de que se han realizado
esfuerzos por establecer un Centro de Referencia de Papilomas Animales, ain no han tenido éxito
(Figura 1).

1.2.2. Clasificacién filogenética de la familia Papillomaviridae.

Durante el International Papillomavirus Workshop celebrado en Quebec (Canadd) en 1995, la
comunidad cientifica que estudiaba la taxonomia y biologia de los PV acordé utilizar la identidad
nucleotidica del gen que codifica para la proteina mayor del capside L1 (ORF L1), el gen mas
conservado del genoma de los PV, para clasificar los miembros de la familia. Como resultado de la
comparacion de las secuencias nucleotidicas de diferentes tipos de PV se definieron las siguientes

categorias taxondmicas en la familia Papillomaviridae:

e género: los diferentes géneros comparten menos del 60% de identidad nucleotidica en el
ORF L1;

e especie: las especies dentro de un género comparten entre el 60% y el 70% de identidad
nucleotidica en el ORF L1;



http://pave.niaid.nih.gov/

Introduccion

e tipo: los tipos dentro de una especie comparten entre el 71% y el 89% de identidad
nucleotidica en el ORF L1,

e subtipo: los subtipos de un tipo comparten entre el 90% y el 98% de identidad nucleotidica
en el ORF L1;

e variante: las variantes de un tipo comparten méas del 98% y menos del 100% de identidad
nucleotidica en el ORF L1.

Figura 2: Arbol filogenético construido por Maximum likelihood con el concatenado de los genes E1E2L.1L.2
de 263 PV.

Muy Nu-HPV

Se indican los “grupos corona” propuestos por Bravo y col. [19] Alfa-Omikron-PV (rojo), Beta-Xi-PV
(verde), Lambda-Mu-PV (amarillo), Delta-Zeta-PV (azul) y PV sin soporte filogenético (blanco).
Tomado de Bravo y Félez-Sanchez [20].

Sin embargo, esta clasificacion no fue oficial hasta el 2003 en que el ICTV aceptd la clasificacion
de los PV basado en similitud nucleotidica en el ORF L1 [18]. Si bien la clasificacién taxonémica
propuesta por de Villiers [18] ha sido de gran utilidad, es necesario tener en cuenta algunas
limitaciones que presenta esta organizacion (Figura 2). Primero, la nomenclatura basada en letras
griegas para nombrar entidades taxonémicas sera superada a la brevedad debido al gran nimero de
tipos de PV que quedan por ser identificados. Debido a esto en la actual clasificacion se agrego el
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prefijo “Dyo” seguida de la letra griega [21]. Segundo, la nomenclatura actual est4 ligada al nombre
cientifico del huésped, lo cual puede llevar a confusiones en varios aspectos. En particular, los
nombres asignados a HPV, PV Bovinos (BPV) y Caninos (CPV) podrian implicar que los virus que
infectan el mismo huésped estarian relacionados evolutivamente, lo cual no es asi (Figura 2).
Ademas, una regla implicita en el sistema de clasificacion asume que la primera deteccion del PV
ocurrio en el huésped original. Asi, el BPV1, deberia llamarse EcPV1 ya que fue identificado
originalmente en un caballo. Tercero, el “género” sigue siendo la categoria de mayor nivel
jerarquico dentro de la familia Papillomaviridae y por definicion todos los géneros poseen la misma
jerarquia sin ninguna otra estructura mas detallada. De esta manera no es posible tener informacion
del grado de relacion entre los géneros Alfa PV y Beta PV, los cuales en realidad estan poco
relacionados: los Alfa PV estdn mas relacionados al TtPV2 (género Upsilon), que causa condilomas
en el delfin mular, que a cualquier otro PV que infecta primates. Lo mismo sucede con los Beta PV,
que estdn mas relacionados con el EePV1 (género dyoeta) detectados en erizos, que con cualquier
otro PV que infecta primates (Figura 2). En este sentido, Bravo y col. [19,20], propusieron un orden
de clasificacion mas alto que “género” para agrupar a los PV, llamado “super taxén” o “grupos
corona” basado en las relaciones evolutivas de los géneros. El super taxon Alfa-Omikron PV (en
rojo en la Figura 2), incluye virus con tropismo mucoso y que infectan a primates, carnivoros,
cetaceos y cerdos. El stper taxén Beta Xi PV (en verde en la Figura 2), agrupa PV con tropismo
cutaneo y cuyos huéspedes son heterogéneos, incluyendo primates, roedores, carnivoros, rumiantes,
erizos y marsupiales. Los PV que infectan perisodactilos y rumiantes se agrupan en el stper taxén
Delta Zeta PV junto a géneros filogenéticamente relacionados a ellos (en azul en la Figura 2). Por
altimo, el stper taxén Lambda Mu PV (en amarillo en la Figura 2), el cual incluye ademas al género
Nu PV, agrupa a virus que infectan primates, roedores, lagomorfos y carnivoros.

La gran diversidad de los PV y el gran nimero de especies animales que infectan dificulta la
elucidacion de la historia evolutiva de esta familia. Sin embargo mediante el uso de la taxonomia y
la sistematica es posible establecer un enfoque reproducible y experimental en el estudio de los PV
[19].

1.3. Papilomavirus Humano

Alrededor de dos tercios de los genomas de PV completamente caracterizados e introducidos en las
bases de datos (GenBank) corresponden a HPV [20]. Los mas de 200 tipos de HPV caracterizados
hasta el momento estan distribuidos en 5 géneros [16] y se detallan a continuacion (Figura 3 'y Tabla
1):
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e Alfa papilomavirus (Alfa PV): Este género incluye a todos los HPV con tropismo por
epitelios mucosos (HPV mucosotrépicos) y a algunos HPV con tropismo por epitelios
cutaneos (HPV cutaneotropicos).

o Beta papilomavirus (Beta PV): Este género sé6lo incluye HPV cutaneotropicos.

e Gama papilomavirus (Gama PV): Este género incluye HPV cutaneotrdpicos y una especie
(Gama-6) asociada a lesiones de distinto grado en mucosa.

e Mu papilomavirus (Mu PV): Este genero incluye solo 3 tipos de HPV cutaneotrdpicos
(HPV1, HPV63 y HPV204).

¢ Nu papilomavirus (Nu PV): Este género incluye un Unico HPV cutaneotrdpico (HPV41)

HPV mucosos comprenden mas de 40 tipos [22] agrupados en el género Alfa PV. A diferencia de
los genotipos de HPV mucosotrdpicos, los HPV cutaneotrépicos presentan una mayor
heterogeneidad genética y estan distribuidos en 5 géneros diferentes (Alfa PV, Beta PV, Gama PV,

Mu PV y Nu PV) en la familia Papillomaviridae (Figura 3).

1.3.1 Identificacion de nuevos tipos de HPV

En los comienzos de las investigaciones relacionadas a HPV, los nuevos tipos eran identificados
mediante técnicas de hibridacion en condiciones de baja astringencia, utilizando genomas
completos o fragmentos de genomas de HPV previamente caracterizados como sondas [10,23,24].
Sucesivamente, a los nuevos genomas identificados con técnicas basadas en amplificacion génica se
los diferenciaba con el prefijo “Cand” por su palabra en inglés “Candidate” [18].

Con el avenimiento de nuevas técnicas moleculares el conocimiento sobre la diversidad de los HPV
se incremento. Estas técnicas tuvieron un gran impacto en la epidemiologia molecular de HPV y
permitieron la identificacion de un gran nidmero de posibles tipos nuevos (tipos putativos) de HPV
mediante el secuenciamiento de los amplicones [25-29]. El término “tipos putativos de HPV” se
refiere a secuencias de amplificacién por PCR que no corresponden a ninguno de los tipos de HPV
conocidos y que por lo tanto serian nuevos tipos virales. Sin embargo, no se puede afirmar que se

trata de un nuevo tipo hasta gue no se conozca su genoma completo.
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Figura 3: Arbol filogenético construido con secuencias de HPV y PV animales
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Arbol filogenético construido con el Método de Maxima Verosimilitud utilizando las secuencias de la region
L1 de 170 tipos conocidos de HPV, 13 tipos de HPV caracterizados por metagenémica y 13 PV animales.
Tomado de de Villiers [30].

De esta manera, durante los Gltimos 15 afios se han realizado grandes esfuerzos para identificar
nuevos genomas de HPV y de PV de otras especies utilizando técnicas de PCR, amplificacion por
“Rolling Circle” o una combinacion de ambas [31-34]. Particularmente en el afio 2013, nuestro
grupo de trabajo disefi6 una técnica de amplificacion altamente sensible con cebadores genéricos
que permite la amplificacion de genomas circulares como el de los PV [35]. Estos avances han
permitido que la caracterizacion de nuevos HPV se incremente de manera exponencial, sobre todo
los tipos agrupados en los géneros Beta PV y Gama PV. De esta manera, entre los afios 2004 y 2015
se identificaron 107 nuevos tipos de HPV: 8 del género Alfa PV, 26 del género Beta PV, 72 del
género Gama PV y 1 del género Mu PV [16,21,36] (Figura 4).

Los HPV también se clasifican de acuerdo al tipo de epitelio al cual infectan, de esta manera, los
Considerando que este avance pudo realizarse gracias a la aplicacién de técnicas de amplificacién y
a la solidez de los resultados obtenidos, a partir del afio 2010 se elimino el prefijo “Cand” de los

tipos identificados por clonado de productos de PCR [21].
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Las tecnologias de secuenciamiento profundo (metagendmica) han ayudado en la identificacion de
nuevos tipos que no fueron posibles amplificar mediante cebadores genéricos debido,
probablemente, a la alta divergencia que existe entre los PV [34,37]. La aceptacion de secuencias
virales generadas por este tipo de tecnologias ha sido un tema de amplio debate. El centro de
Referencia para Papiloma Virus Humanos designa oficialmente a un nuevo tipo de HPV si el clon
es aislado y enviado para que pueda ser confirmado [30]. Por ejemplo, los genomas de los tipos
HPV116 (Gama 9) [38] y HPV155 (Gama 7) [39] fueron originalmente identificados por
metagendmica, pero posteriormente fueron amplificados a partir de las respectivas muestras

bioldgicas, clonados y enviados al Centro de Referencia. Los genomas de mas de 17 tipos nuevos

de HPV han sido identificados por metagendmica (http://pave.niaid.nih.gov/) [30] (Figura 3), sin
embargo no tienen una designacién oficial. La mayoria de los tipos y posibles tipos huevos de HPV
identificados por secuenciamiento profundo pertenecen al género Gama PV cuyo nimero ha
aumentado de forma exponencial, mientras que los tipos del género Beta PV han aumentado de
manera constante, y los del género Alfa PV han alcanzado una meseta (Figura 4) [16,20].

En el afio 2015 se identifico6 un nuevo tipo de Mu PV (HPV204) 22 afios después de la
identificacion del dltimo tipo de este género [36]. Este nuevo HPV fue el resultado de un trabajo de
colaboracion de nuestro grupo de trabajo con investigadores eslovenos. Teniendo en cuenta que los
tipos de los géneros Mu y Nu PV son escasos, mayores esfuerzos deberan realizarse para identificar
los tipos virales que se agrupan en estos y en los demas géneros de HPV para completar la

taxonomia de familia Papillomaviridae.

Figura 4: Evolucion del nimero de tipos de HPV agrupados en los 5 géneros a lo largo del tiempo.

Fuente: http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html
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1.3.2 Organizacion genémica de los HPV
El genoma de los PV se organiza en tres grandes regiones [13]:

e Region Temprana o E (E, por su sigla en inglés Early): incluye los genes que codifican para
las proteinas que intervienen en la replicacién del virus y en la transformacion celular (E1,
E2, E4, E5, E6, E7), los cuales son expresados en los primeros estadios de la infeccion.

e Regio6n Tardia o L (L, por su sigla en inglés Late): incluye los genes que codifican para las
proteinas de la capside L1y L2, los cuales son expresados en la etapa final de la infeccién.

e Region larga de control o LCR (LCR, por su sigla en inglés Long Control Region), sin
funcion codificante, de aproximadamente 0,3-1 kpb, posee sefiales de control de la
transcripcion y el origen de replicacion viral.

Los elementos conservados y compartidos por todos los PV son la region LCR, las proteinas
tempranas E1 y E2 y las proteinas tardias L1 y L2, mientras que existe una gran diversidad en la
presencia o ausencia de los demas genes (E6, E7, E5 y E4).

En la Figura 5 se esquematiza la organizacion gendmica de tipos representativos de los géneros
Alfa PV, Beta PV y Mu PV y en la Tabla 2 se detallan las funciones de las proteinas codificadas y
del LCR.

Figura 5: Esquema de la organizacién gendémica de tipos representativos de los géneros Alfa-PV, Beta-PV y
Mu-PV

LCR

Se muestra la heterogeneidad de los genomas respecto a los genes tempranos y tardios y la LCR (URR) en
distintos géneros. Adaptado de Doorbar y cols., 2015 [40].

La proteina viral E2 puede unirse a sitios del genoma viral y celular, es conservada entre los tipos
de HPV en sus dominios N-terminal y C-terminal. Como la mayoria de las proteinas codificadas por
los PV, las funciones de la proteina E2 dependen de su interaccidn con las proteinas del huésped y
en modificar sus funciones normales en beneficio del virus [40].

Las proteinas oncogénicas E6 y E7, pueden ser reguladas a nivel transcripcional por E2 y juegan un

papel importante en la desregulacién del ciclo celular. Sin embargo, una de las caracteristica méas
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curiosas en la heterogeneidad de ORFs entre los HPV es la falta del ORF E6 en ciertos tipos del
género Gama PV, tales como HPV101, HPV103 y HPV108 [31,41].

La oncoproteina E5, junto con E6 y E7, tiene una importante funcién de evasion del sistema inmune
y en optimizar la eficiencia de la amplificacion del genoma [42,43]. Interesantemente, los genomas
de los virus agrupados en los géneros Beta PV y Gama PV no codifican para el ORF E5.

La proteina E4 (que interviene en la salida de las particulas virales del epitelio), al igual que E5,
muestra heterogeneidades entre los tipos de PV y se especula que la presencia/ausencia de E4
refleja las diferencias en el tropismo y en las rutas de transmision de los diferentes PV [42,44].

Tabla 2: Funciones de las proteinas de HPV y de la regidn no codificante (LCR). ORF: marco abierto de
lectura. Adaptado de Bravo 2105 [20]

ORF | Funcién |
- Sitios de union a factores de transcripcion

LCR | - Control de expresion de genes

- Origen de replicacion

- Promueve la inmortalizacion celular degradando p53

- Modifica la adhesidn y diferenciacion celular degradando TAp63 y p73

- Promueve la degradacion de pRb permitiendo la progresion celular a fase S del ciclo
E7 | celular

- Induce la inestabilidad cromosomal

- ADN helicasa dependiente de ATP

- Rol en la replicacién del ADN viral

- Rol en la replicacién del ADN viral

E2 | - Represor de proteinas virales E6 y E7

- Regula el ciclo celular y la apoptosis

-Union y ruptura del citoesqueleto en células arrestadas en G2

-Relacionada con la maduracion del virus

- Induce la proliferacidn celular

- Contribuye a evadir la apoptosis

E6

El

E4

E5

L2 | - Proteina menor de la capside

L1 | - Proteina mayor de la capside

La LCR esta ubicada entre el ORF L1y el ORF E6 (Figura 5). En la LCR se encuentra el inicio de
la transcripcion de la region temprana, contiene elementos promotores, sitios de unién a factores de
transcripcion (incluyendo las secuencias palindrémicas reconocidas por E2) y el origen de
replicacién viral (donde E1 puede unirse) [45]. Algunos genomas de PV animales contienen una

LCR extra entre el final de la regién temprana y el inicio de la regién tardia [46].

1.3.3 Ciclo de replicacion viral y oncogénesis asociada a los HPV
El ciclo de infeccion de los PV esta estrechamente coordinado con el programa de diferenciacién de

las células epiteliales, por ello la sintesis vegetativa de ADN viral y la maduracién de los viriones se
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limita a los queratinocitos mas diferenciados [47] (Figura 6). La infeccién por HPV se inicia a
través de microlesiones del epitelio que permiten el ingreso del virus al interior de las células
basales, las cuales son las menos diferenciadas y constituyen las células blanco de HPV. Por medio
de una combinacion de factores celulares que interactian con sitios ubicados en el LCR, se
promueve la transcripcion de los genes tempranos que permiten el establecimiento y el
mantenimiento del genoma viral en el nlcleo de la célula como un episoma de bajo nimero de
copias. Estos episomas replican de manera coordinada con los cromosomas de la célula
hospedadora [48]. La replicacion viral vegetativa, que permite la amplificacion génica del virus, la
expresion de los genes tardios y el ensamblado de los viriones, se produce en el nucleo de las
células mas diferenciadas que se encuentran en las capas mas superficiales del epitelio. De esta
forma se mantiene de manera estable un reservorio de genomas de HPV en la capa basal del epitelio
a través de la generacion continua de células hijas infectadas.

Los PV en general dependen de las polimerasas y otras proteinas celulares involucradas en la
replicacién del ADN para su propia replicacion, las cuales estan presentes en la fase S del ciclo
celular [48]. En el epitelio normal, a medida que las células se diferencian, se interrumpe la
proliferacién: cuando las células migran de la capa basal y se diferencian, se genera un arresto en el
estadio G1/S del ciclo celular. Este proceso se encuentra alterado en las infecciones asociadas a
tipos AR como el HPV16, que es el tipo oncogénico méas prevalente en carcinomas cervicales de
tipo invasor y el HPV mas estudiado. En las células infectadas por el HPV16 se induce el pasaje de
la fase G1 a S fuera de programa. Este evento permite la sintesis de los componentes necesarios
para la replicacion del ADN vy por ende la replicacion del genoma viral. La induccidn del pasaje de
la fase G1 a S se produce a través de la interferencia que las oncoproteinas E6 y E7 ejercen sobre la
funcion de las proteinas regulatorias p53 y pRb, respectivamente [49]. La funcion de estas proteinas
en tipos BR, como HPV6 o HPV11, no estd generalmente asociada a neoplasia [50]. Una de las
diferencias mas importantes entre la proteina E7 de tipos de AR y BR es su capacidad para unirse a
pRB, un oncosupresor esencial en el control de la replicacion celular y en la regulacién del pasaje
de G1 a S [51]. La induccion por parte de E7 de la sintesis de ADN fuera del programa celular
activa la respuesta apoptdtica mediada por el supresor de tumores p53 lo que constituiria una
restriccion para la replicacion viral. Para superar esto, las proteinas E6 codificadas por HPV16 y
HPV18 inactivan los mecanismos dependientes de p53 promoviendo su degradacién proteolitica a
través del mecanismo dependiente de ubiquitina [52].

Ademas de unirse a p53 y regular el ciclo celular, la proteina E6 de los tipos AR posee sitios
especificos de unién a proteinas con dominios PDZ (PSD95/DIg/Z0-1) [53-55]. La funcién de estas

proteinas es mantener la integridad de las uniones celulares y la polaridad de las células [56]. Si
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bien las uniones E6-PDZ han sido estudiadas bajo el contexto de carcinogénesis, también parecen

regular varios aspectos de ciclo viral [40].

Figura 6: Representacion esquematica del ciclo de replicacion viral de un HPV AR en epitelio mucoso.
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Se indican las diferentes etapas del ciclo a lo largo del epitelio diferenciado y las proteinas virales que
intervienen en cada una. Adaptado de Doorbar y cols. [50].

La activacion de la expresion de los genes tardios de HPV permite la sintesis de las proteinas
estructurales y se produce por la interaccion de factores celulares presentes en la célula diferenciada
con elementos de la LCR. Un aspecto importante que contribuye a la oncogénesis es la integracion
del ADN viral al genoma celular, proceso observado en los carcinomas cervicales y en las lineas
celulares derivadas infectadas con HPV16 y tipos relacionados [10,57]. La integracion del genoma
viral usualmente interrumpe los ORF E1 y el ORF E2, quedando generalmente intactos los ORF EB6,
ORF E7 y la region LCR [57-59]. La eliminacion de la expresion de la proteina E2 debido a la
integracion resulta en la sobre-expresion de los oncogenes E6 y E7, ya que el producto proteico de
E2 actlla como un inhibidor de la transcripcion de dichos oncogenes [60]. La expresion continua de
las oncoproteinas E6 y E7 es requerida para mantener el estado transformado, que resulta de la
interaccién de estas oncoproteinas con p53 y pRB respectivamente, asi como con otras proteinas
claves para el control de la proliferacion celular. Es necesario enfatizar que los procesos de
transformacién e inmortalizacion celular asociados a HPV son acompafiados por anormalidades en
el programa de diferenciacion. Por lo tanto, teniendo en cuenta la dependencia entre el ciclo de
multiplicacion viral y la diferenciacion de las células epiteliales, la integracién del virus resulta en
la pérdida de la replicacién viral. La oncogénesis es por ende, un efecto secundario que resulta en

detrimento tanto para el virus como para el hospedador [48].
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1.3.4 HPV Mucosotrdpicos

La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer [12] clasifica a los HPV mucosos en dos
grandes grupos, AR y BR, segln las manifestaciones clinicas que provocan sus infecciones. Los
HPV AR (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) son agentes causantes de
lesiones que pueden progresar a carcinoma de cuello de Utero de carécter invasor. Su presencia en
lesiones intraepiteliales aumenta el riesgo de progresion maligna, por lo que son considerados
importantes agentes carcinogénicos [61]. EI HPV16 esta asociado a casi el 60% de los casos de
cancer cervical, el HPV18 al 10-20%, el HPV45 y HPV31 al 4% cada uno y los tipos HPV33, 52 y
58 contribuyen cada uno con otro 2% al cancer cervical mundial [62,63]

Los HPV BR (tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 84 y CP6108) inducen la formacion de
verrugas genitales benignas y estan raramente asociados con malignidad [64].

Por Gltimo, los tipos 26, 53 y 66 son considerados de probable alto riesgo oncogénico porque han

sido hallados en carcinomas cervicales pero en muy baja prevalencia [64].

1.3.4.1 Patologias asociadas a la infeccién por HPV mucosotropicos: Cancer Cervical

El desarrollo del cancer cervical es un proceso gradual, siendo sus primeras manifestaciones la
aparicion de lesiones intraepiteliales en la mucosa uterina que se denominan displasias, las cuales
son 100% curables. La severidad de las Lesiones Escamosas Intraepiteliales (SIL, por su sigla en
inglés Squamous Intraepithelial Lesion) precursoras del cancer cervical se clasifican en grados de
acuerdo a la extension del epitelio normal diferenciado que es reemplazado por células no
diferenciadas de tipo basal (Figura 7). Las categorias citol6gicas definidas de acuerdo al sistema
Bethesda para reportar resultados de frotis de Papanicolaou incluyen: lesiones de bajo grado (L-SIL,
del inglés Low-grade SIL), de alto grado (H-SIL, del inglés High-grade SIL) y células escamosas
atipicas de significado indeterminado (ASC-US) [65].

La correlacion histologica de estos cambios se da con las neoplasias cervicales intraepiteliales (CIN,
por su sigla en inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia), las cuales se clasifican en grados I, 11, y 111
de acuerdo a los cambios cito-histologicos, siendo el CIN 11l el paso previo al cancer cervical
invasor (Figura 7). En el carcinoma cervical de tipo invasivo, las células anormales traspasan la
membrana basal invadiendo el tejido circundante y eventualmente provocando metastasis [66].

El intervalo de tiempo entre el inicio de la infeccion por HPV vy el desarrollo del cancer cervical
puede ser muy largo, incluso puede llevar décadas [13]. Es por ello que el cancer cervical es muy
raro en mujeres menores de 25 afios. Su incidencia aumenta progresivamente con la edad, siendo

mayor en mujeres de mas de 40 afios [67].
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Figura 7. Alteraciones cervicales asociadas a la infeccion por HPV AR
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Representacidn esquematica de los precursores del cancer cervical: L-SIL y H-SIL, y del carcinoma invasor.
Las diferentes capas celulares del epitelio se indican a la izquierda del esquema. Las células normales se
muestran con color celeste (correspondiente al tejido normal), en L-SIL y H-SIL las células normales son
reemplazadas por células no diferenciadas del tipo basal (color violeta). En el carcinoma invasor las células
anormales traspasan la membrana basal invadiendo el tejido circundante (color rojo). Se muestra la
correlacion entre citologia e histologia. Figura adaptada de Woodman y col. [68].

Las principales etapas clinicas en la carcinogenesis cervical incluyen (Figura 8): infeccion por HPV,
persistencia del virus por un cierto periodo de tiempo, progresion a lesiones precursoras del cancer
cervical, e invasion. Es necesario considerar la reversibilidad del proceso, con la existencia de
infecciones que revierten, incluyendo pérdida espontanea de la infeccion por HPV y regresion del
estado de pre-cancer [69].

Actualmente esta firmemente establecido que la infeccién persistente con HPV AR es el evento
clave en el desarrollo del céancer cervical en humanos y de sus lesiones precursoras [22,70]. Por lo
tanto, a mayor duracién de la persistencia de la infeccién por HPV, menores seran las posibilidades
de la paciente de resolver su infeccién espontaneamente y mayor sera el riesgo de progresion a
lesiones mas severas y a cancer cervical [22]. Sin embargo, la mayoria de las mujeres con infeccién
de HPV sera capaz de eliminar la infeccién viral en un periodo de 12-24 meses [71] y la mayoria de
ellas no desarrollaran lesiones clinicas aparentes [72,73].

Los estudios epidemioldgicos han mostrado que s6lo una pequefia fraccion de mujeres infectadas
con HPV AR eventualmente desarrollara H-SIL y cancer cervical [74] y se asume que existen otros
factores del huésped que influyen en la resolucion de la infeccion o en la progresion a cancer. Entre
ellos, se han identificado polimorfismos genéticos en los genes HLA, DRB1 y DQB1 asociados con

la persistencia y prevalencia de la infeccion [75], el tipo de conducta sexual (el numero de
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comparieros sexuales, la edad de la primera relacion sexual, el uso de preservativos, la higiene
genital) y la circuncision masculina como factores que influirian en el riesgo de adquisicion y de
transmisién de HPV [74,76]. Ademas se han descripto co-factores como la paridad, el uso de
anticonceptivos hormonales, el consumo de tabaco, las infecciones de transmision sexual (HSV-2,
Chlamydia trachomatis y HIV-1), las condiciones socioecondmicas, etc., que aumentarian el riesgo
de progresion a cancer cervical [74,76,77]. Por lo tanto, si bien la infeccion persistente con HPV
AR es la causa necesaria para el desarrollo de cancer cervical, la combinacién de HPV con los
factores y co-factores mencionados serian los responsables de modular la transicion desde una
infeccion viral a cancer.

El cancer cervical es mundialmente una de las neoplasias mas comunes que afecta a la mujer, con
una estimacion de 529.000 casos nuevos y de 275.000 muertes por afio [78]. En Argentina, el
cancer cervical es el tercer tipo de cancer mas frecuente en la poblacion general y el segundo entre
mujeres de 15 a 44 afios [79]. Los estudios epidemioldgicos indican que los HPV estan también
asociados a los canceres de vagina, vulva, ano, pene y orofaringe, pero en menor medida que a la
asociacién encontrada con el cancer cervical [80].

Figura 8: Historia natural de la infeccion por HPV AR en cérvix.Adaptado de Sudenga y cols 2013 [73]
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1.3.4.1a Tamizaje y Tratamiento de lesiones precancerosas y cancer cervical

Como expresamos al principio de esta seccion, la progresion a cancer cervical es un proceso lento,
que se mide en afios. En el periodo pre-invasor es posible actuar para modificar el proceso y no solo
mejorar la sobrevida de las pacientes si no también impedir directamente el desarrollo de cancer
aplicando las intervenciones necesarias de manera oportuna [81].

La prevencion del cancer cervical se basa en la realizacion periodica del Papanicolaou (Pap) en
mujeres que sean sexualmente activas. Los programas de tamizaje con el extendido de Pap como
medida de prevencion que se llevan a cabo en las naciones industrializadas, han sido y son

responsables de una disminucion en la incidencia del cancer cervical del 70%. En los paises sin
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programas nacionales de prevencién del cancer cervical, su incidencia contintia aumentando con la
edad [62]. Esta problematica determina que aproximadamente el 80% de los casos de cancer
cervical tengan lugar en paises en vias de desarrollo [67].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la prevencion temprana de las lesiones
cervicales para reducir la carga del cancer de cérvix y propone acciones a llevar a cabo en tres
etapas (Figura 9): (i) prevencion primaria: reduccion de las infecciones por HPV, (ii) prevencion
secundaria: tamizaje y tratamiento de las lesiones precancerosas del cuello uterino, y (iii)
prevencion terciaria: tratamiento oportuno del cancer invasor y cuidados paliativos [82].

La historia natural de la infeccion por HPV predice que solo una pequefia proporcién progresara a
lesiones de alto grado y/o cancer. [71,83]. Esta condicion sumada a las pruebas de tamizaje y las
opciones de tratamiento satisfacen los criterios para aplicar un programa de tamizaje de lesiones
pre-cancerosas [82]. La recomendacion de la IARC es no tamizar a las mujeres menores de 25 afios,
ya que la frecuencia de cancer cervical en mujeres jévenes es baja, mientras que los costos pueden
ser elevados tanto para la salud de las mujeres como para el sistema de salud pablica [12].

Los métodos de tamizaje de lesiones precancerosas son: citoldgicos (Pap), visuales (inspeccién
visual con &cido acético, IVAA) y moleculares (deteccion de HPV). En el caso que la paciente fuese
positiva para alguno de los métodos de tamizaje se aplican pruebas diagnosticas para deteccion de

lesiones cervicales: colposcopia, biopsia y legrado endocervical.

Figura 9: Enfoque integral de la OMS para la prevencién y el control del cancer

cérvico-uterino.
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IVAA: Inspeccion visual con acido acético. Tomado de WHO, 2015 [82]
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En Argentina la citologia exfoliativa del cérvix con posterior tincion de Pap es el método de
tamizaje primario mas utilizado. En base a la evidencia cientifica, nuestro pais defini6 como
prioritario el abordaje integral de la prevencion del cancer cérvico-uterino, con el objetivo de
disminuir la mortalidad por esta patologia, que incluye la incorporacién de la vacuna contra HPV
para nifias de 11 afios y el fortalecimiento de la estrategia de prevencion secundaria a través del
tamizaje basado en la citologia, y la introduccion del Ensayo de HPV como tamizaje primario.
Durante el afio 2011 el Instituto Nacional del Céncer (INC) conjuntamente con el Programa
Nacional de Prevencion del Cancer Cérvico-Uterino (PNPCC) acordaron la implementacion del
ensayo de HPV como tamizaje primario. EI 12 de Septiembre de 2011 por medio de la resolucion
1472/11 el Ministerio de Salud de la Nacién aprobo el Proyecto Demostracion para la incorporacion
de la Prueba de HPV como Tamizaje Primario. En el afio 2012 Jujuy fue la primera provincia en
incorporar el ensayo de deteccion de HPV en mujeres de 30 a 64 afos de edad. Durante ese afo se

tamizaron mas de 22.800 mujeres mayores de 30 afios (http://www.msal.gov.ar/cancer-cervico-

uterino/). Durante el afio 2014 se inauguraron los laboratorios de HPV en las provincias de
Catamarca y Tucuman, y durante el afio 2015 se inauguraron los laboratorios en Neuquén, Misiones
y Buenos Aires (La Matanza, ltuzaing6 y Florencio Varela). La meta final es establecer el ensayo
de HPV a nivel nacional como método de tamizaje primario del cancer cérvico-uterino. De esta
iniciativa se desprende que la aplicacion de métodos moleculares destinados a la deteccion de HPV
ya es un hecho en Argentina.

La colposcopia como método diagndstico, cuando el método de tamizaje fuese positivo, permite,
por un lado la toma de biopsias dirigidas para obtener material histologico representativo, y, por el
otro, el seguimiento de las lesiones [84]. La visualizacion colposcépica consiste en la observacion
del cérvix mediante una lupa binocular y en el uso de distintas tinciones para poner en evidencia
areas anomalas. El diagnostico definitivo del tipo de lesion cervical se realiza mediante estudios
anatomo-patologicos de una biopsia [82]. Esta ultima se obtiene seccionando una muestra en
sacabocado de cérvix que incluya todas las capas epiteliales y el estroma subyacente para poder
diagnosticar la eventual invasion mas alla de la membrana basal epitelial.

La opcion “see and treat” (del inglés, ver y tratar) no es aconsejada como norma ya que implicaria
el sobre-tratamiento de la mayoria de las mujeres, ademéas hay que tener en cuenta que los
tratamientos disponibles son invasivos [conizacion, procedimiento de escisién electroquirdrgica con
asa (LEEP), crioterapia y ablacion por laser] y pueden traer eventuales consecuencias [85]. De esta
manera solamente se recomienda aplicar alguno de estos tratamientos a las mujeres que fuesen
diagnosticadas con CIN Il o lesiones mayores luego de haber realizado el examen anatomo-

patologico de la biopsia [82].
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En la Figura 10 se resumen las acciones llevadas a cabo en Argentina para el tamizaje, diagndstico
y tratamiento de lesiones precancerosas en mujeres mayores de 25 afios segn recomendaciones de
la IARC (IARC, 2007)y de la OMS [12,82]. Debido a que no existe un Programa Nacional efectivo

y global en todo el pais, cada provincia, hospital, centro de salud y médico en particular adecua y
modifica este algoritmo segun los objetivos que se persigan.

Si bien la experiencia de los paises desarrollados indica que es posible prevenir hasta en un 80% la
incidencia y mortalidad por céncer de cuello de utero a través de programas organizados de
prevencion secundaria [86,87] hoy en dia, con el desarrollo de las vacunas contra HPV, es
indispensable un enfoque global de la prevencion del cancer cervical.

Figura 10: Protocolo de tamizaje basado en la citologia y tratamiento de lesiones pre-cancerosas en mujeres

mayores de 25 afios establecido en Argentina

Control ginecoldgico por citologia (PAP)
mujeres mayores a 25 afios o con sospecha de
lesiones cervicales

=L .
© [ invasor

Control cada 3 afios luego ‘
de 2 citologias negativas

consecutivamente Colposcopia Colposcopia Tratamiento
positiva negativa oncolégico
\
H-SIL Bl
CIN Il/ill CINI
LEEP/conizacién
[crioterapia
Control semestral

LEEP: procedimiento de escision electroquirdrgica con asa. ASC-US: células escamosas atipicas de
significado indeterminado. L-SIL, H-SIL: Lesiones Escamosas Intraepiteliales de bajo (L) y alto grado (H).
CIN: neoplasias cervicales intraepiteliales

1.3.4.2. Vacunas profilacticas contra HPV mucosotropicos.

Las vacunas profilacticas tienen un papel primordial en la prevencion activa de las enfermedades
virales en humanos y en animales. El desarrollo de vacunas preventivas contra HPV ha sido un
desafio por las caracteristicas intrinsecas de este virus. HPV replica solo en humanos y por su
estrecha relacion con el programa de diferenciacion de los queratinocitos, sélo es posible producir
viriones infectivos usando cultivos organotipicos [47]. Alun con la obtencién de los viriones, éstos

contendrian los oncogenes virales, lo cual haria imposible su uso como vacuna profiléctica. Por ello
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el desarrollo de las vacunas contra HPV se ha basado principalmente en las proteinas estructurales
L1y L2, las cuales son inmunogénicas y no poseen capacidad oncogénica.

Mediante la tecnologia de ADN recombinante se ha logrado la expresion de las proteinas L1y L2
en diferentes sistemas celulares [88]. La expresion de proteinas virales en sistemas eucariotas
(levaduras y células de insecto) resulto ser la mejor estrategia. Estos sistemas permiten la expresion
de la proteina L1, la cual se auto-ensambla y pliega por si sola, generando particulas con una
estructura morfoldgica semejante al virus, por lo que han sido denominadas particulas pseudovirales
(VLP, por su sigla en inglés virus-like particle). L1 es la Unica proteina requerida para la
produccién de estas particulas, de modo que las VLPs no poseen potencial oncogénico y son una
excelente opcion para ser utilizadas como vacuna. En junio de 2006, la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA, por su sigla en inglés Food and Drug Administration) de los EE.UU. aprobo
Gardasil, una vacuna recombinante especifica para los tipos HPV6, HPV1l, HPV16 y HPV18
desarrollada por la empresa Merck & Co. Gardasil ha sido preparada en un sistema de expresion en
levaduras y las VLPs de cada tipo de HPV son combinadas para generar la vacuna tetravalente. Una
segunda vacuna, Cervarix, que contiene VLPs de L1 de HPV16 y HPV18 fue desarrollada por la
compafiia farmacéutica GlaxoSmithKline y fue aprobada por la FDA en octubre de 2009. Cervarix
ha sido producida en células de insectos infectadas con baculovirus recombinantes. Ambas vacunas
se administran intra-muscularmente, siendo el esquema de vacunacién de tres dosis, y las
formulaciones emplean como adyuvantes sulfato e hidréxido de aluminio (Gardasil) y lipidos
modificados e hidréxido de aluminio (Cervarix).

En la actualidad, no existe una metodologia que permita determinar si una mujer ya ha estado
expuesta al virus, dado que los ensayos seroldgicos disponibles generalmente no son lo
suficientemente sensibles para detectar los anticuerpos generados en la infeccién natural y, ademas,
no todas las personas infectadas por HPV desarrollan anticuerpos [89]. Es por esto, que la
vacunacion se recomienda en adolescentes y mujeres que aun no se han iniciado sexualmente. Cabe
destacar que estas vacunas no tienen actividad terapéutica, y se ha demostrado que la vacunacion de
mujeres jovenes con infeccidn pre-existente con alguno de los tipos incluidos en las formulaciones
disponibles no tiene efecto sobre la resolucion de dicha infeccion [90]. Por otro lado, en un estudio
realizado en mujeres vacunadas con VLPs de HPV16 y HPV18, se observo proteccidén cruzada
contra infecciones incidentes de HPV45 (94%) y HPV31 (54%), tipos virales no incluidos en la
vacuna pero filogenéticamente relacionados con HPV18 y HPV16, respectivamente [91]. Sin
embargo, en ese mismo estudio la proteccion contra tipos menos relacionados filogenéticamente
con HPV16 y HPV18, tales como HPV33, HPV52 y HPV58, no fue significativa.
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El siguiente paso en la prevencion del desarrollo de cancer cervical fue el desarrollo de una vacuna
nonavalente que proteja contra 5 tipos de HPV AR adicionales (HPV31, HPV33, HPV45, HPV52,
HPV58), que causan aproximadamente el 20% de los casos de cancer de cuello uterino, a los
incluidos en la vacuna cuadrivalente (HPV6, HPV11, HPV16, HPV18) [62,63]. En diciembre de
2014 la FDA aprobo el uso en mujeres entre 9 a 26 afios y en hombres de entre 9 a 15 afios de la
vacuna nonavalente, Gardasil 9 (Merck & Co) que tiene el potencial de prevenir aproximadamente
el 90% de los casos de céancer de cérvix, de vulva, vaginal y anal. Gardasil 9 es una vacuna
recombinante, ha sido desarrollada de la misma forma que su predecesora y demostré efectividad de
97% en la prevencion de cancer de cérvix, vulva y vagina en un estudio clinico aleatorizado
realizado a nivel internacional sobre 14.000 mujeres de entre 16 a 26 afios y negativas para los tipos
de HPV que cubre la vacuna [92].

En el afio 2011 en Argentina se introdujo la vacuna bivalente (Cervarix) en el calendario de
vacunacién en nifias de 11 afios, siendo reemplazada en 2014 por la vacuna cuadrivalente
(Gardasil). No obstante, una de las incognitas que surge en la era post-vacuna a nivel global es la
posibilidad de que otros HPV AR ocupen el nicho ecoldgico de los tipos vacunales. En efecto, el
consenso internacional recomienda la realizacion de estudios en poblaciones no vacunadas y
vacunadas para observar la historia natural de las infecciones por HPV a fin de poder evaluar la
factibilidad del “reemplazo de tipos” [93].

1.3.4.3. Prevalencia de la infeccién por HPV mucosotropicos.

La infeccion por el HPV es globalmente la mas frecuente entre las infecciones de transmision
sexual (ITS) y se estima que entre el 70-80% de las mujeres se infectan con HPV al menos una vez
en su vida [94]. Los datos de prevalencia y distribucion de tipos de HPV son el punto de partida
para estimar el potencial impacto de la vacunacion en la reduccion de la infeccion por HPV y sus
patologias asociadas, y para evaluar la relacion costo-beneficio de su aplicacién masiva.

La prevalencia provee una medida del porcentaje de individuos que presentan una dada infeccion,
ya sea ésta nueva, persistente o recurrente, en un dado momento. La eleccion de la poblacién a ser
seleccionada dependera de los datos que se quieran recabar. Por ejemplo, si se desean conocer los
tipos de HPV circulantes en una region para evaluar la potencial eficacia de una vacuna contra esa
infeccion, la poblacion a elegir deberia estar constituida por mujeres expuestas al virus
(sexualmente activas) que no presenten manifestaciones clinicas de su presencia (ausencia de
lesiones). Esta poblacion nos daria una idea aproximada de los tipos de HPV que circulan mas alla
de si esas infecciones seran resueltas o no por los individuos infectados. En contraste, la seleccion

de mujeres a riesgo de cancer cervical por presentar Pap alterados o lesiones previas estaria
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reflejando mas la dificultad de esas mujeres en resolver la infecciéon por un dado HPV. Estudios
realizados en este tipo de poblaciones dan idea de qué tipos se encuentran asociados a las lesiones
en una determinada region y podrian sentar las bases para evaluar en un futuro el posible reemplazo
de tipos lo que permitiria tener inferencias en el desarrollo de las vacunas contra HPV.

En la Tabla 3 se muestran las prevalencias generales y tipo-especificas a nivel global, en cada
continente y particularmente en Argentina, tanto en la poblacion general como en mujeres con
lesiones H-SIL [95-97]. Los datos reflejan la heterogeneidad en cuanto a los tipos de HPV que méas

prevalecen en las diferentes regiones geograficas.

Tabla 3: Prevalencia global y tipo-especifica de HPV en cérvix estimadas para diferentes regiones del mundo

Mujeres con citologia normal Mujeres con citologia H-SIL

. Ti HPV ma . Ti HPV ma
Prevalencia (%) prg\c/)zlentes (;S Prevalencia (%) prS\(/)esulentes (023

HPV16 (2,2) HPV16 (44,1)

Global 11,4 HPV31 (1,1) 89,7 HPV31 (9,4)

HPV18 (1,1) HPV58 (7,7)

HPV16 (2,4) HPV16 (25,5)

Africa 21,3 HPV58 (1,7) 76 HPV35 (13,1)
HPV52 (1,7) HPV18 (10,2)

HPV16 (2,3) HPV16 (34,8)

Asia 10,9 HPV58 (1,3) 76 HPV52 (17,7)
HPV18 (1,1) HPV/58 (15,5)

HPV16 (2,8) HPV16 (47,8)

Europa 9,7 HPV31 (1,5) 84 HPV31 (11,4)

HPV51 (1,3) HPV33 (8,6)

HPV16 (3,3) HPV16 (49,1)

América 14,5 HPV62 (1,9) 89,5 HPV31 (10,9)

HPV53 (1,4) HPV52 (8,8)

HPV16 (4,7) HPV16 (52,1)

Sudameérica 13,2 HPV31 (1,8) 85 HPV31 (8,6)

HPV87 (1,7) HPV18 (7,9)

HPV16 (6,4) HPV16 (51,7)

Argentina 30,5 HPV66 (5,6) 82,5 HPV58 (20)
HPV31 (3,5) HPV18 (11,4)

Adaptado de IARC 2010 [95-97]

Con respecto a lo que sucede en nuestro pais, los estudios llevados a cabo para determinar la
prevalencia de la infeccion por HPV en la poblacion general son escasos [98]. En lo que respecta a
la provincia de Santa Fe, nuestro laboratorio ha realizado hasta el momento el Unico estudio
orientado a conocer los tipos de HPV que circulan en cérvix de mujeres sexualmente activas sin
manifestaciones clinicas [99]. Este estudio permitié determinar que 41,2% de la poblacién estaba
infectada con HPV, siendo el tipo mas prevalente el HPV16 (9%), seguido del HPV31 (7,2%) y del
HPV66 (7%) [99].

Los estudios destinados a conocer los tipos de HPV mas frecuentes en lesiones cervicales en

Argentina se realizaron en mujeres de las provincias de Chaco, Cérdoba y Corrientes [100-102]. Tal
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como sucedido en los estudios realizados en otros paises, a medida que aumenta el grado de
severidad de la lesién también aumenta la prevalencia de infeccién por HPV. Con prevalencias
entre el 40-60% en mujeres con citologia ASC-US y de 80-90% en mujeres con citologia H-SIL o
cancer invasor, estos estudios también determinaron que el tipo mas prevalente asociado a estas
lesiones es el HPV16. Sin embargo hay una diferencia en la prevalencia de los demas tipos AR. En
Cérdoba los tipos HPV52 y HPV18 resultaron ser los méas frecuentes en lesiones H-SIL luego del
HPV16 (30%) con prevalencias del 16,7% y 13,3%, respectivamente [102]. Los tipos de HPV mas
prevalentes asociados a lesiones en mujeres de Chaco, ademas del HPV16 (36,23%), fueron los
tipos HPV31 (15,9%) y HPV53 (8,7%) [101]. Por otro lado, en Corrientes los tipos HPV58 y
HPV53 fueron los que mostraron mayores prevalencias (8,2% y 5,5%, respectivamente), luego del
HPV16 (14,1%) [100].

Para asegurar que la informacion de la prevalencia reportada a nivel global o regional sea correcta
es necesario que las metodologias de identificacion de HPV utilizadas en los estudios de
prevalencia estén validadas en cuanto a sensibilidad y especificidad analitica. Esto brinda la
posibilidad de comparar la prevalencia en distintas regiones o de obtener una estimacién de la
prevalencia global de infeccion por HPV. Esta informacion es un componente esencial en la
evaluacion de las vacunas contra HPV y en la implementacion y monitoreo de los programas de
vacunacion masiva. En este sentido, la OMS a través del programa “WHO Global HPV LabNet”
intenta apoyar estas acciones realizando controles de calidad de los métodos de deteccion de HPV
en laboratorios participantes de todo el mundo [103]. En el afio el HPV LabNet dirigié el primer
estudio de competencia que estuvo abierto a la participacion de laboratorios de todo el mundo
basado en paneles de plasmidos de ADN conteniendo los genomas de 14 tipos AR y 2 tipos BR
[104]. En el 2010 el estudio de competencia se repitié demostrando que es posible realizar estudios
globales continuos utilizando plasmidos de ADN con unidades de concentracion calibradas segun
estandares internacionales, a fin de proporcionar una vision general del estado de las metodologias
utilizadas para la deteccion vy tipificacion de HPV.

Teniendo en cuenta que tanto las prevalencias globales como tipo-especificas del pais son
heterogéneas y que ademéas no todos los laboratorios disponen de un método de deteccion
competente, resulta necesario conocer que tipos de HPV se asocian a lesiones cervicales en mujeres
de nuestra regién utilizando un sistema de tipificacion considerado apto por la OMS para identificar
los tipos de HPV AR y BR circulantes en esta poblacion y fin de proveer informacion

epidemioldgica precisa.
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1.3.4.4. Persistencia de la infeccion por HPV mucosotrépicos.

Mas del 80% de las infecciones por HPV (AR o BR) en mujeres con o sin anomalias citologicas
son transitorias, es decir que son controladas por el sistema inmune y son eliminadas en
aproximadamente 1-2 afios [64]. Por otro lado, existe un grupo minoritario (< 20%), aunque
numéricamente importante dada la alta circulacion viral, de infecciones por tipos AR que persisten
y no son eliminadas. Estas son las infecciones que concentran el foco de la atencion, ya que tienen
una mayor probabilidad de avanzar a CIN II/111. Las infecciones persistentes por HPV AR son un
pre-requisito para el desarrollo de céncer y es por ello que se las ha llamado “fenotipo intermedio”
[73]. Se estima que el tiempo necesario para progresar a la malignidad, en caso de permanecer sin
tratamiento, es de varios afios (Figura 8). Por esta razon, los programas de tamizaje estan dirigidos a
mujeres > de 25-30 afios, con el fin de identificar aquéllas portadoras de lesiones precursoras
[64,105,106].

El término “persistencia viral” es generalmente definido como la deteccion del mismo tipo de HPV
en 2 0 mas intervalos de tiempo [72,83]. Sin embargo otras definiciones incluyen la deteccién de
mismo tipo en un minimo de 3 intervalos de tiempo [107,108], la proporcidn del nimero de veces
que se identifico el mismo tipo de HPV [109], la duracién de la infeccion por el mismo tipo durante
todo el tiempo de seguimiento [110] y el tiempo en que se logré eliminar la infeccion [111]. Otra
mirada acerca de la persistencia puede medirse en términos de eliminacién de la infeccion
(clearence o regresién), que se define como la imposibilidad de detectar el mismo tipo de HPV en
dos 0 mas muestras consecutivas [73].

Los estudios realizados sobre persistencia de HPV en cérvix sugieren que las infecciones mdltiples
de diferentes tipos de HPV [112], el habito de fumar [113] y maltiples compafieros sexuales [114]
son los principales factores asociados con las infecciones persistentes. Ademas, algunos de los
factores epidemioldgicos y bioldgicos asociados con el desarrollo de cancer cervical podrian
extrapolarse a la infeccion persistente por el virus [73].

En un estudio de meta-analisis sobre persistencia de infeccién por HPV se determind que los tipos
mas persistentes son el HPV16, HPV31, HPV33 y HPV52 [115]. Particularmente en una cohorte de
mujeres coreanas se determiné que el tipo HPV58 fue el mas persistente y fue considerado como el
factor de riesgo mas importante para el desarrollo de lesiones cervicales [72]. Por otro lado, en
mujeres de Japon los dos tipos mas persistentes fueron HPV16 y HPV31 [116] y en un estudio
longitudinal realizado en Colombia se observd que las infecciones asociadas a los tipos HPV18 y
HPV31 tenian menos chances de ser eliminadas [117]. En Argentina no existen estudios destinados
a conocer la evolucion de las infecciones por HPV en ningln tipo de poblacion (mujeres con

citologia normal o con patologia cervical). Considerando que, los valores de persistencia globales
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son heterogéneos, que existen pocos estudios sobre persistencia de la infeccion por HPV asociada a
lesiones cervicales y que ademas no hay conocimiento sobre qué tipos y factores se asocian a
infecciones persistentes en mujeres de Argentina, resulta relevante conocer el curso de la infeccion
en mujeres con diagndstico de patologia cervical y no vacunadas a fin de aportar datos desde

nuestra region que permitan tomar medidas preventivas en el tratamiento de dichas patologias.

1.3.5. HPV cutaneotropicos

De los més de 200 tipos de HPV identificados hasta el momento, al menos el 75% tiene tropismo
por epitelios cutaneos [16]. Los HPV estan presentes en la piel como flora normal donde establecen
una infeccion latente en las células basales del epitelio cutaneo o en el foliculo piloso [118]. Sin
embargo, luego de una disminucion de la respuesta inmune local o sistémica, estas infecciones

pueden transformarse en lesiones clinicamente aparentes [119].

1.3.5.1 Patologias asociadas a los HPV cutaneotrépicos: Cancer de piel no melanoma y
verrugas

Si bien aun no existe una asociacién directa de los HPV con el céncer de piel no melanoma
(CPNM), se han identificado diversos tipos de HPV en individuos con CPNM, con psoriasis luego
de fotoquimioterapia prolongada y con queratosis solar o seborreica [118]. El carcinoma cutaneo de
células escamosas (CCE) junto con el carcinoma cutaneo de células basales (CCB) constituyen los
principales tipos histologicos del CPNM, siendo la queratosis actinica (QA) la primera
manifestacion del CPNM. Ademas se ha observado una incidencia significativamente mayor de
CPNM en individuos inmunosuprimidos por transplante de 6rganos sélidos, lo cual pone en
evidencia la correlacidon entre el CPNM vy el estado inmunoldgico [120].

El rol concreto de los HPV en la carcinogénesis cutanea sigue siendo un tema de debate. Si bien la
radiacion solar es considerada el principal factor de riesgo para el desarrollo del CPNM [121], se
postula que los HPV podrian actuar como co-factores, junto con la radiacién UV, en el desarrollo de
esta patologia [122] (Figura 11). En efecto, se han reportado actividades anti-apoptoticas y un
retraso en los mecanismos de reparacion del ADN en células infectadas por ciertos tipos de HPV en
respuesta a las mutaciones inducidas por UV [123,124]. Este escenario podria contribuir a la
persistencia de la infeccibn por HPV en los queratinocitos con dafios en su ADN vy

subsecuentemente el desarrollo de CPNM [125].
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Figura 11: Modelo de carcinogénesis cutanea inducida por UV y HPV
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Con respecto a las verrugas cutaneas, los tipos HPV2, HPV3, HPV10, HPV27 y HPV57

pertenecientes al género Alfa PV han sido los méas frecuentemente encontrados (60-90%) [126-

Carcinoma cutaneo de
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129], seguidos por virus del Gama PV y Mu PV en menor medida [126,127,130]. En contraste, los

Beta PV y Nu PV han sido detectados en verrugas cutaneas en casos aislados [126].

1.3.5.2. Epidemiologia de HPV cutaneotropicos.

A diferencia de los HPV mucosotrépicos, hasta hace 10-15 afios atras la epidemiologia de las
infecciones por HPV cutaneotrépicos no era del todo comprendida, en parte por las dificultades
técnicas en la deteccion del ADN de HPV en piel que afectan la sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad y genotipificacion. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha avanzado en las
técnicas de amplificacién y secuenciacion por lo que hoy existe un mayor conocimiento acerca de
estos virus.

Los estudios filogenéticos realizados sobre la regiéon L1 de los HPV cutaneotropicos revelan una
amplia diversidad entre los tipos virales descriptos [16]. A diferencia de los HPV mucosotropicos
que pertenecen al mismo género (Alfa PV), los HPV cutaneotrépicos presentan mayor
heterogeneidad genética, y estan distribuidos en 5 géneros diferentes (Alfa PV, Beta PV, Gama PV,
Mu PV y Nu PV).

Durante los Gltimos 20 afios se han utilizado distintas metodologias basadas en PCR con cebadores
genéricos para la identificacion de secuencias de HPV en lesiones malignas y pre-malignas de la
piel, como asi también en piel sin lesiones aparentes. Los métodos de deteccion molecular hasta el
momento descriptos se basan en la amplificacién de una region de L1 con cebadores disefiados con

multiples degeneraciones para asegurar la amplificacion por PCR simple [28,131] o anidada
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[132,133]. Esta ultima estrategia ha producido los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y
naimero de tipos identificados. Ademas, las técnicas de secuenciamiento profundo (metagenémica)
han aportado nueva informacién sobre la diversidad de los HPV cutaneotropicos, identificandose
nuevos virus filogenéticamente distantes a los previamente conocidos [30,37]. Si bien hasta el
momento las nuevas metodologias han permitido identificar numerosos tipos virales, no se ha
logrado determinar una asociacion de un tipo particular de HPV cutaneotrdpico con el CPNM en la
poblacion general. No obstante, varios estudios reportaron la presencia del HPV5 y otros tipos del
género Beta PV en individuos con EV. Ademas se ha detectado frecuentemente ADN de Beta PV
en lesiones de CCE y de QA de pacientes no-EV [134,135]. Sin embargo, varios estudios han
encontrado una alta prevalencia de Beta-PV en biopsias e hisopados de piel sana tanto de individuos
inmunocompetentes como inmunosuprimidos [136,137]. En base a estas consideraciones, en el afio
2010 nuestro grupo de trabajo realiz6 un estudio orientado a conocer los HPV circulantes en
epitelios cutaneos, su incidencia y posible asociacién con distintas neoplasias de la piel en
individuos inmunocompetentes de nuestra region. La mayor prevalencia de infeccion por HPV se
identificd en zonas de piel sana expuesta a luz solar, sin embargo también se identificaron virus en
muestras de piel con lesiones y en el &rea perilesionar, demostrando la naturaleza ubicua de estos
virus [138]. Estos hallazgos sugeririan que los HPV cutaneotrépicos son altamente prevalentes
(entre el 50-90%) en la piel sana de individuos inmunocompetentes, donde establecen infecciones
asintomaticas. En base a esto, varios autores han propuesto que la infeccion por HPV en la piel se
adquiriria al inicio de la infancia [139,140], persistiendo de manera comensalica [139-141].

La infeccidn por HPV cutaneotrdpicos ha sido estudiada no solamente en relacién a su asociacién
con lesiones sino también teniendo en cuenta otros factores asociados al desarrollo de CPNM. La
exposicion a luz solar es una de las variables que mas se ha relacionado con esta patologia [121]. En
base a esto, diversos trabajos han logrado identificar mayor frecuencia de tipos de HPV en zonas de
piel sana expuestas al sol respecto a las no expuestas [138,139] y diferencias en las frecuencias de
infeccion segun los habitos de exposicion al sol [142].

Otra de las posibles variables relacionadas con la infeccion por HPV y que ha sido ampliamente
estudiada es el estado inmunolégico de los individuos. En este sentido el nimero y prevalencia de
tipos de HPV detectados en individuos inmunocompetentes e inmunosuprimidos parece ser
diferente [29,143].

Respecto a la persistencia de la infeccion por HPV cutaneotrdpicos, se ha podido determinar que
muchos tipos normalmente persisten tanto en piel sana [139,144,145] como en lesiones, ya ses en
individuos inmunocompetentes como inmunosuprimidos [25,146], siendo los tipos del género Beta

PV los que se han asociado mas frecuentemente a este tipo de infecciones. Sin embargo, la gran
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diversidad de estos virus y las limitaciones técnicas debidas a la especificidad de los cebadores
utilizados podrian ser una dificultad a la hora de conocer qué tipos virales persisten y como se
relacionan con sus huéspedes.

Cabe destacar que todos los estudios de persistencia de HPV cutaneotrdpicos realizados en muestras
de piel obtenidas de lesiones o de piel sana han sido llevados a cabo en diferentes paises del mundo.
En la Argentina tanto la prevalencia como los tipos especificos de HPV circulantes en epitelios de
individuos con lesiones cutaneas se han descripto por primera vez en un trabajo realizado en nuestro
laboratorio [138]. Teniendo en cuenta que la exposicion a la radiacién UV es uno de los principales
factores de riesgo para el desarrollo de CPNM, y que Argentina, por su posicién geogréfica, es una
zona de alto riesgo de radiacion UV por la disminucion del ozono estratosférico, conocer las
caracteristicas de la infeccibn por HPV en piel sana expuesta al sol de individuos
inmunocompetentes permitiria estimar qué tipos circulan y persisten en epitelios cutdneos cuando

el principal factor ambiental es la exposicién a la radiacion UV.

1.3.6. HPV y tropismo

Durante muchos afios se consideré que el tropismo de HPV estaba dado por el sitio anatémico en el
cual los primeros tipos fueron identificados, y que estaba estrechamente relacionado con las
distintas categorias filogenéticas. Asi se asumid que virtualmente todos los genotipos que infectan
mucosas estaban incluidos en ciertas especies del género Alfa PV (HPV AR: especies 5,6, 7,9 y
11; HPV BR: especies 1, 3, 8, 10, 13 y 14) [105]. Sin embargo, los resultados obtenidos como
consecuencia de la aplicacién de técnicas de deteccién molecular altamente sensibles indican que la
epidemiologia de las infecciones de HPV en los distintos epitelios parece ser mas compleja.
Estudios realizados en muestras de lavados bucales de personas sanas han identificado tipos
pertenecientes a los géneros Alfa PV (25%), Beta PV (74%) y Gama PV (12%) [147].
Recientemente se identificaron 4 nuevos tipos del género Beta PV (HPV98, HPV100, HPV104 y
HPV113) a partir de tejidos cutaneos que fueron también detectados en la mucosa orofaringea en
muy baja prevalencia [32]. La presencia de tipos cutaneos (géneros Beta PV y Gama PV) asociados
al CPNM en orofaringe plantea nuevos interrogantes en la biologia de HPV y en su relacion
epidemiolodgica con las neoplasias oral y cutanea. Por otro lado se han identificado 3 tipos nuevos
del género Gama PV (HPV101, HPV103 y HPV108) en lesiones intraepiteliales de mucosa genital
con la particularidad de que no codifican para la oncoproteina E6 [41,148]. Ademas, se observo que
la proteina E7 del HPV108 induce displasia en cultivos en raft, aunque con menor severidad a la

observada por las proteinas E6/E7 del HPV16 [41]. Nuevos estudios sobre la prevalencia de tipos
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de HPV recientemente identificados proponen un tropismo dual de los tipos HPV179, HPV184,
HPV199 (Gama PV) [130,149] y del nuevo miembro del género Mu PV, HPV204 [36].

Estos hallazgos indican que la epidemiologia de las infecciones causadas por los HPV en distintos
epitelios es compleja y que es necesario obtener una mirada completa de la familia
Papillomaviridae para poder dilucidar las distintas interacciones que estos virus establecen con el
hospedero.

1.4 Evolucién de los PV

El origen de los PV se encontraria vinculado a los cambios en el epitelio de los primeros reptiles, su
huésped ancestral, que surgieron alrededor de 350 millones de afios atras [150,151]. Desde
entonces, se hipotetiza que los PV han co-evolucionado con sus respectivos huéspedes, con baja
transmision entre especies, y actualmente infectan epitelios de aves, reptiles, marsupiales y
mamiferos [40]. Esta adaptacion los ha llevado a tener tasas de mutacion bajas, por lo que se ha
sugerido gue la deriva génica seria la principal fuerza evolutiva que generé su diversificacion [15].
Sin embargo, debido a que los PV infectan sus huéspedes por un largo periodo, se postula que las
relaciones filogenéticas de los PV tal como las conocemos en la actualidad fueron producto de
multiples fuerzas evolutivas [151]. Esta afirmacion estd basada en las incongruencias topoldgicas
observadas en los arboles filogenéticos de los HPV, los cuales se agrupan en 5 géneros diferentes
dispersos por todo el arbol filogenético. Ademas, una estricta co-evolucion situaria los PV de
primates no humanos en una posicion basal respecto a los HPV, y no entremezclados con los HPV
como se observa [15]. Estos eventos podrian ser explicados por la influencia de otras fuerzas
evolutivas como infecciones cruzadas entre especies, recombinacion y duplicacion de los genomas
virales [19,152,153]

1.4.1 Recombinacién en PV

El conocimiento general sobre la dinamica evolutiva acerca de los PV plantea que la recombinacion
tiene un papel menor en la filogenia de estos virus. Sin embargo, la evidencia molecular sugiere que
la recombinacion es importante para la replicacion genomica [154,155], y ademas, la filogenia y la
gendmica comparativa determinaron con precision numerosos eventos de recombinacién a lo largo
de la historia evolutiva de los PV [151,156]. En ese sentido, algunos autores proponen que los
potenciales eventos de recombinacion en los PV podrian haber promovido la colonizacién de
nuevos nichos y la emergencia de fenotipos oncogénicos [20]. En efecto, diversos estudios han
reportado evidencias de recombinacidn entre miembros del género Alfa PV, demostrando la posible

existencia de eventos de recombinacion con soporte estadistico en los genes de expresion tardia y
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temprana del genoma de estos virus [152,157]. Como consecuencia de estos fendmenos, es
frecuente observar incongruencias filogenéticas al comparar los arboles construidos con los genes
de expresién temprana con aquéllos derivados de genes de expresién tardia [156-158].
Interesantemente, las reconstrucciones filogenéticas basadas en los genes de expresion temprana
dan como resultado agrupaciones de virus que estan asociados a las mismas manifestaciones
clinicas. Sin embargo, este patron desaparece cuando la filogenia se basa en los genes codificantes
de la capside (genes de expresion tardia) [42,156]. Una de las hipétesis que mejor explicaria estas
observaciones seria la integracion del ORF E5 en el genoma ancestral de los Alfa PV [20]. Esta
proteina tiene los mismos patrones evolutivos que el de los genes E6 y E7, pero diferentes a los de
los genes tardios (L1 y L2). Por otro lado, de acuerdo a sus caracteristicas bioguimicas se han
identificado 4 grupos de proteinas E5 que coinciden con las caracteristicas epidemioldgicas de los
Alfa PV y con el tipo de lesidn que generan en el tejido [42].

Otras evidencias han sido aportadas por Shah y colaboradores quienes propusieron que mdaltiples
eventos de recombinacion podrian haber ocurrido en los genes E1 y/o L1 de los PV de primates
agrupados en los géneros Alfa PV, Beta PV y Gama PV [159]. Por otro lado se ha demostrado la
posible existencia de eventos de recombinacidn entre miembros de grupos lejanos dentro la familia
Papillomaviridae y que incluyen PV que infectan a cetaceos [153]. Ademas, la identificacion del
BPCV1, un virus que causa carcinomas en marsupiales y que es el resultado de la recombinacién
entre PV y un miembro de la familia Polyomaviridae, ha aportado mas evidencias del rol de la
recombinacion a lo largo de la historia de los PV [160].

En conjunto, estos hallazgos demuestran que la recombinacion ha jugado un papel importante
durante la evolucion de los PV, sobre todo en los miembros del género Alfa PV, habiéndose
documentado ademas eventos de recombinacion in vivo en variantes del HPV16 [161].

Sin embargo, en la actualidad no existen estudios que analicen la recombinacion en un género
sumamente numeroso y divergente como el Gama PV, en donde en los ultimos afios se han
identificado un gran ndmero de nuevos virus. En este sentido, consideramos que son necesarios
mayores y continuos esfuerzos para obtener una vision méas profunda de la historia evolutiva de los

PV, especialmente de los virus agrupados en el género Gama PV.
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2.1 Objetivo General

El cancer es la principal causa de muerte en los paises desarrollados, aunque mas de la mitad de los
decesos anuales ocurren en paises en vias de desarrollo. Los virus oncogénicos causan cancer por
induccion de cambios que afectan la expresidn o funcion de proteinas reguladoras que intervienen
en el control de la proliferacion celular. Se estima que aproximadamente el 20% de todos los casos
de cancer en humanos estan asociados a la infeccion por virus oncogénicos, ya sea como agentes
causales o como cofactores, entre los que se encuentran los HPV. Actualmente se han descripto mas
de 200 tipos distintos de HPV, el 25% de los cuales esta asociado a infecciones de mucosas y el
75% fue identificado en epitelios cutdneos. Ademas, se han identificado més de 150 potenciales
tipos nuevos, en su mayoria en piel, de los cuales se conocen sélo fragmentos gendmicos parciales y
se ignoran las implicancias clinicas de sus infecciones.

En relacion a los HPV que infectan mucosas, estd firmemente establecido que la infeccion
persistente con tipos AR es el evento clave en el desarrollo del cancer anogenital, en particular el de
cuello uterino y de sus lesiones precursoras [70]. La introduccion masiva de la vacuna contra
HPV16 y HPV18, responsables en forma conjunta del >70% de los casos de carcinoma cervical,
constituye un avance inédito en la prevencion de esta patologia en nuestro pais. No obstante, una de
las incdgnitas que surge en la era post-vacuna a nivel global es la posibilidad que otros HPV
oncogénicos ocupen el nicho ecoldgico de los tipos vacunales.

Como resultado de la asociacién hallada entre HPV vy el cancer anogenital, existe gran interés en
determinar el posible rol del virus en el desarrollo de cancer en otros epitelios, entre ellos el CPNM.
La incidencia del CPNM ha incrementado notablemente en los Ultimos afios, alcanzando un 30%
del total de las neoplasias en el mundo [162,163]. EI CCE constituye el 20% de los casos de CPNM
y uno de los principales factores de riesgo para su desarrollo es la exposicién inadecuada a los rayos
solares y se postula un rol temprano del HPV como cofactor de la radiacion UV.

En base a lo expuesto, el objetivo general de este trabajo de tesis fue avanzar en el conocimiento de
la familia Papillomaviridae mediante la identificacion y caracterizacion de la infeccion por HPV en
epitelios cutdneos y mucosos en nuestra region para contribuir a la taxonomia y a la vigilancia
epidemioldgica a nivel molecular ante las diferentes presiones selectivas que afectan a cada grupo
de HPV.
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2.2 Objetivos especificos

1.1.
1.2.

.1

11.2.

Epidemiologia de la infeccion por HPV en cérvix de mujeres con diagndéstico de patologia
cervical

Anélisis de la competencia del sistema L1HPVPCR para detectar 15 tipos de HPV
mucosotropicos

Anélisis de la prevalencia y persistencia de tipos de HPV en cérvix de mujeres no vacunadas
con diagnostico de patologia cervical

Epidemiologia de la infeccion por HPV en piel sana expuesta a la radiacion solar de
individuos inmunocompetentes

Anélisis de la prevalencia de la infeccion por HPV en 3 estaciones climaticas durante un afio
Anadlisis de la persistencia de la infeccidén por HPV en piel sana expuesta a la radiacién solar
en 3 estaciones climéaticas y de la posible asociacién con factores demogréaficos y de

comportamiento.

Caracterizacién de nuevos tipos de HPV y andlisis de eventos de recombinacion en el género
Gama PV

Caracterizacién genomica y andlisis filogenético de 3 nuevos tipos identificados en piel:
HPV205, HPV210 y HPV209.

Analisis in silico de posibles eventos de recombinacion en el género Gama PV mediante

herramientas bioinformaticas.
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Materiales y Métodos

3.1. Pacientes y muestras clinicas

Las actividades y procedimientos involucrados en el estudio global realizado en este trabajo de tesis
en epitelios mucosos y cutaneos fueron oportunamente evaluados y aprobados por el Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (Expte. N° 6060/134). A
continuacion des detallan las caracteristicas especificas llevadas cabo para abordar los objetivos

planteados.

3.1.1. Caracteristicas del estudio epidemioldgico de la infeccion por HPV en cérvix (epitelios
MuCcOos0s)

Se realizd un estudio longitudinal de tipo descriptivo entre los afios 2005 y 2009 con el objetivo de
determinar la prevalencia y persistencia de la infeccién por HPV en mujeres no vacunadas contra
HPV con diagndstico de patologia cervical que concurrieron al Servicio de Ginecologia del
Hospital-Escuela “Eva Peron” (HEEP) de la ciudad de Granadero Baigorria (provincia de Santa Fe).
Los criterios de exclusién fueron: mujeres con desérdenes psiquiatricos, y/o que no estuvieron en
condiciones de dar su consentimiento informado, mujeres histerectomizadas, y mujeres que habian
recibido alguna de las vacunas contra HPV disponibles en Argentina.

Los procedimientos del presente estudio fueron oportunamente evaluados y aprobados por el
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farmacéuticas (Expte. 6060/077) y por el
Comité de Docencia e Investigacion del Hospital-Escuela “Eva Peron” (Expte. 5661/26). Todas las
pacientes involucradas en el estudio firmaron su consentimiento informado (Ver Anexo I).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, 115 mujeres fueron incluidas en el protocolo. Todas ellas
recibieron un examen ginecoldgico completo que incluia analisis citologico, andlisis del ADN de
HPV vy, en caso de ser necesario, colposcopia y andlisis histolégico. El anélisis citologico (prueba
de Papanicolaou) se inform6 de acuerdo al sistema Bethesda 2001 [164], el cual consta de las
siguientes categorias: NEGATIVO, ASC-US (lesion en células escamosas de significado
indeterminado), L-SIL y H-SIL.

Ademas, las pacientes respondieron un cuestionario (Anexo 1) en el cual se les solicit6 informacion
demografica, epidemioldgica, de conducta sexual e informacion de algunos co-factores relacionados
con el desarrollo del cancer cervical (antecedentes de ITS, estado de infeccion por el HIV-1y
habito de fumar tabaco).

Es importante enfatizar que todas las practicas que se llevaron a cabo en el curso de este estudio
fueron efectuadas segln las normas del Servicio de Ginecologia del HEEP y que el andlisis del
ADN de HPV no afecté de ninguna manera el diagndstico, las decisiones terapéuticas y/o el

seguimiento de las pacientes. En ese sentido, los ginecdlogos/as involucrados/as no fueron
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informados/as durante el estudio de los resultados obtenidos en los ensayos moleculares para evitar

influenciar su criterio y la toma de decisiones.

3.1.2. Caracteristicas del estudio epidemiolégico de la infeccion por HPV en piel (epitelios
cutaneos)

Se realizé un estudio longitudinal de tipo descriptivo entre los afios 2013 y 2014 con el objetivo de
determinar la prevalencia y persistencia de la infeccién por HPV en zonas de piel sana expuesta a la
radiacion solar en individuos inmunocompetentes que asistieron a los laboratorios u oficinas
administrativas cercanos a nuestro laboratorio por vinculo laboral. El estudio tuvo 1 afio de
duracion y se recolectaron 3 muestras/voluntario en 3 estaciones climaticas diferentes: primavera
(octubre 2013), verano (marzo 2014) e invierno (agosto 2014).

El protocolo de enrolamiento y los procedimientos fueron evaluados y aprobados oportunamente
por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la UNR
(Expediente 6060/134, Resolucion 418/2013). Todas las personas incluidas en este estudio firmaron
su consentimiento informado y respondieron a una encuesta con el fin de conocer sus habitos de
exposicion solar (horas de exposicion solar/semana y uso de protector solar) y caracteristicas
demogréficas (Ver anexo ).

Se recolectaron muestras de cada voluntario con hisopos pre-humedecidos en solucién de NaCl
0,9% de areas de piel sana de sitios expuestos al sol (frente) que fueron frotados hacia delante y
hacia atras 10 veces sobre un area de piel de aproximadamente 5x5 cm?y luego colocados en un

tubo conteniendo 1 ml de la solucién salina (NaCl 0,9%).

3.1.3. Procesamiento de muestras clinicas

3.1.3.1 Procesamiento de muestras clinicas cervicales

Se recolectaron las células de la mucosa cervical retenidas en el cepillo cervical (Cervicep,
Argentina) raspando el mismo sobre las paredes del tubo de 1,5 ml (conteniendo 1 ml de PBS)
donde la muestra fue recolectada. Con el objetivo de concentrar las células y eliminar el material no
deseado, las mismas fueron centrifugadas a 10.000 rpm (Eppedendorf MiniSpin, Alemania) por 3
min. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en PBS. Se repitié el
procedimiento de recoleccion de células, centrifugacion y resuspension hasta observar el cepillo
libre de material celular. Finalmente, la suspension celular resultante de la unién de los pellet
obtenidos del cepillo fue centrifugada a 10.000 rpm por 3 min, se descart6 el sobrenadante y el
pellet se lis6 con tampon de lisis (1% Tween 20, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,3) y 100 pg

de proteinasa K (Sigma) en un volumen de 100-500 ul dependiendo del pellet celular. Las mezclas
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se incubaron a 56°C durante 12-16 hs con posterior inactivacién de la Proteinasa K a 95°C por 10

min y conservadas a -20°C hasta su uso.

3.1.3.2. Procesamiento de muestras clinicas de piel

Cada hisopo fue agitado vigorosamente para desprender las células y luego descartado. Se obtuvo
un pellet celular centrifugando a 10.000 rpm por 5 minutos y el pellet fue luego resuspendido en
100-200 pl de tampoén de lisis conteniendo 100 pg de proteinasa K (Sigma) e incubado por 12-16
horas a 55°C con agitacion en bafio seco. Luego de inactivar la proteinasa K a 95°C, los lisados

fueron guardados a -20°C para su posterior andlisis.

3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa
Para todas las reacciones de amplificacion se utilizaron termocicladores Mastercycler® modelos
5331y 5332 (Eppendorf, Alemania) y T100 (Bio-Rad, EE.UU).

3.2.1. Disefio de cebadores

Los cebadores y sondas diseflados para este trabajo de tesis fueron analizados mediante
alineamientos multiples con las secuencias de referencia, utilizando diferentes herramientas
bioinformaticas como el programa Primer Select (DNA Start) y las plataformas webs Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) y

NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp). Estos programas fueron

utilizados para analizar las combinaciones de cebadores y también excluir la formacién de homo y
heterodiplex, como asi también de estructuras “hairpins”. Por otro lado se descartd “in silico” la
formacion de  productos inespecificos utilizando la  herramienta  MFEprimer-2.0
(http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/index.cgi/), la cual permite verificar la union
de los cebadores a regiones de ADN humano. En la Tabla 4 se detallan las secuencias y nombres de

todos los cebadores utilizados en este trabajo.

Tabla 4: Cebadores utilizados en este trabajo

Cebador Secuencia Blanco Ensayo Caracteristica

FAP/Amplificacion
genoma completo

FAP59-Fw* TAACWGTIGGICAYCCWTATT HPV L1 FAP Genérico
FAP/Amplificacion

FAP64-Rv* CCWATATCWVHCATITCICCATC HPV L1 Genérico

. *x A
FAP6085-Fw CCWGATCCHAATMRRTTTGC HPV L1 genoma completo Generico
FAP6319-Rv** ACATTTGIAITTGTTTDGGRTCAA HPV L1 FAP Genérico

CUT1BRv~ TCIACCATRTCICCRTCYT HPV L1 CUT Genérico
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Cebador Secuencia Blanco Ensayo Caracteristica
CUT1Fw~ TRCCIiGAYCCIAATAARTTTG HPV L1 cuT Genérico
CUT1AFw~ TRCCIGAYCCIAACAGRTTTG HPV L1 cuT Genérico
CUT1BFw~ TRCCIGAYCCIAATAGRTTTG HPV L1 cuT Genérico
CUT1CFw~ TRCCIGAYCCIAATAGRTTTG HPV L1 cuT Genérico
Eu& _ Amplificacion -
Ely2-Fw KGGHCCWCCAGATACWGG VHPVEL ma completo Genérico
E1p2-Rv& TCTTGYAGWRCAYTGAAACG glpyzl  ATETEE Genérico
genoma completo
HPV173 Amplificacion .
27A-Fw+ GGAGGGCCTTTGGGTATT 8506 L1  genoma completo Especifico
HPV173 Amplificacion e
27A-Rv+ ACGCGTTTCTTAGGTTTTGAT 8506 E1  genoma completo Especifico
43A-Fw+ AAAAGTGTCTGCAAACCAATGTCG  FA91 L1 Amplificacion Especifico
genoma completo
43A-Rv+ CAGGCTCTCCCGTGTCTCCA FA91 E1 AT THIEEE Especifico
genoma completo
HPV107 Amplificacion .
V77-1_Fw+ CAGCCCCTATCAGAAACTAAACTT  gao et conmacoiteto Especifico
HPV107 Amplificacion o
V77-1_Rv+ CTACGCAGGCCCATACTAATCT 88% L1  genoma completo Especifico
HPV132 Amplificacion .
V48-1_FwA+ CCGGTGATGGGGCAGAAC 820 E1 genoma completo Especifico
HPV132 Amplificacion -
V48-1_RVA+ CAAAACGGGCGGTCAGTGT 8206 L1 genoma completo Especifico
MY 117 GCMCAGGGWCATAAYAATGG HPV L1 L1HPVPCR Genérico
MY 09~ b-CGTCCMAARGGAWACTGATC HPV L1 LIHPVPCR Genérico
MY GCO9# b-CGACCCARWGGAAAYTGATC HPV L1 L1HPVPCR Genérico
MY 18Fw+ i Hi;’f L1HPVPCR Especifico
MY 45Fw+ fidies H;;/#ES L1HPVPCR Especifico
HPV18,
MY 1845Rv+ fizizid HPV45 L1HPVPCR Especifico
Hitht
PCO4## CAACTTCATCCACGTTCACC gglf)‘éﬁ]a B-globina Especifico
GH20## GAAGAGCCAAGGACAGGTAC g%f)‘gi‘z; B-globina Especifico

* cebador disefiado previamente por Forslund y cols. [28]
** cebador disefiado previamente por Forslund y cols. [133]
+ cebadores disefiados en este trabajo

~ cebador disefiado previamente por Chouhy y cols. [138]
& cebador disefiado previamente por Chouhy y cols. [35]

~ cebador disefiado previamente por Manos y cols. [165]

# cebador disefiado previamente por Chouhy y cols. [99]

## cebador disefiado previamente por Bauer y cols., Saiki y cols. [166,167]
### protegido por secreto industrial

b-: Biotina; w: a/t; y: ¢/t; m: a/c; r: alg; v: alc/g; h: alclt; d: a/git.

3.2.2. PCR para la amplificacion del gen de la B-globina

Todas las muestras provenientes de epitelios cutdneos y mucosos fueron analizadas mediante la
amplificacion de B-globina con los cebadores PC04/GH20 [166,167] para verificar la integridad de

cada una de ellas. La mezcla de reaccion se realizo en un volumen final de 30 pl conteniendo 200
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UM de cada dNTP; 0,4 uM de cada uno de los cebadores GH20 y PC04; 1 U de Taqg ADN
polimerasa; solucién tampén 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,8; KCI 50 mM; 0,08% Nonidet P40); 2,5
mM de MgCl,. Se alicuotaron 27 pl de la mezcla de PCR por microtubo y se agregaron 3 pl de
muestra conteniendo el ADN molde. El perfil térmico utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion
inicial (2 min a 95°C), seguida por 45 ciclos de amplificacion (20 s a 94°C, 20 s a 55°C y 20 s a
72°C) y sintesis final (5 min a 72°C).

3.2.3. PCR de colonias.

Para verificar la presencia del plasmido recombinante con el inserto de interés en las bacterias
transformadas se recogié con un palillo la colonia bacteriana a analizar y se resuspendid en 30 pl de
H,0O destilada estéril. La lisis celular se realizo incubando 10 min en bafio seco a 98°C. La técnica
de PCR de colonias se utilizé para analizar los plasmidos clonados con productos de PCR de 200-
500 pb provenientes de las técnicas de tamizaje CUT y FAP y de los plasmidos clonados con los
productos de aproximadamente 4.000 pb provenientes de la amplificacion de fragmentos largos. Las
condiciones de reaccion en 30 pl fueron las mismas tanto para la amplificacion de fragmentos
cortos (200-500 pb) como largos (4.000 pb): 133 uM de cada dNTP; 0,266 uM de los cebadores
M13Fw y M13Rv; 0,75 U de Tag ADN polimerasa; solucién tampon 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,8;
KCI 50 mM; 0,08% Nonidet P40); 2,5 mM de MgCl,. Se alicuotaron 25 pl de la mezcla de PCR en
microtubos y se agregaron 5 pl de lisado bacteriano como molde para cada reacciéon de PCR. El
perfil térmico utilizado dependi6 de si se amplificaban fragmentos cortos o largos.

Perfil térmico para fragmentos cortos: desnaturalizacién inicial (2 min a 95°C), seguida por 35

ciclos de amplificacion (1 min a 94°C, 1 min a 55°C y 1 min a 72°C) y sintesis final (5 min a 72°C).
Perfil térmico para fragmentos largos: desnaturalizacion inicial (2 min a 95°C), seguida por 40
ciclos de amplificacion (40 s a 94°C, 40 s a 55°C y 2 min a 72°C) y sintesis final (5 min a 72°C).

3.3. Estrategias para el tamizaje de HPV

3.3.1. Estrategias para el tamizaje de HPV en cérvix.
La identificacion de HPV en las muestras de cérvix se llevd a cabo con 2 estrategias de
amplificacion molecular desarrolladas en nuestro laboratorio: el ensayo L1HPVPCR 16.4.1
[99,168] y el sistema de amplificacion CUT [138].

3.3.1.1. Sistema L1HPVPCR 16.4.1
El sistema L1HPVPCR es un ensayo basado en los cebadores genéricos MY11/09 considerados de

referencia para el analisis de HPV mucosos [165], hibridacion con sondas y deteccion colorimétrica
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en formato ELISA [168] para la amplificacién de HPV vy tipificacion de 15 tipos mucosotropicos
(BR: tipos 6, 11; AR: tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66, 68b) [99]

Las condiciones de reaccion en un volumen final de 50 pl fueron las siguientes: 300 uM de cada
dNTP; 0,55 uM del cebador MYQ9, 0,7 uM del cebador MY11, 0,15 uM del cebadores MYGCO09 y
concentraciones variables de los cebadores MY1845Rv, MY18Fw y MY45Fw (concentraciones
reales protegidas por secreto industrial); 2,5 U de Tag ADN polimerasa; solucion tampén 1X (Tris-
HCI 10 mM pH 8,8; KCI 50 mM; 0,08% Nonidet P40); 3,5 mM de MgCl,. Todos los cebadores
anti-sentido (MY09, MYGCO09, MY 1845Rv) fueron modificados con la inclusion de una molécula
de Biotina en el extremo 5°.

El perfil térmico utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion inicial (2 min a 95°C), seguida por 40
ciclos de amplificacion (40 s a 94°C, 40 s a 52°C y 40 s a 72°C) y sintesis final (5 min a 72°C).

Para la hibridacion y deteccion colorimétrica, se tomaron 2,5 pl del producto de amplificacion
biotinilado y se adicionaron a 60 pl de solucidn de hibridacion conteniendo una cantidad adecuada
de sonda (genérica o especificas) conjugada a fluoresceina (Figura 12). La mezcla se incubé a 95°C
durante 5 min para desnaturalizar el ADN y luego a la respectiva temperatura de hibridacion (TH)
durante 10 minutos para hibridar la sonda. Se transfirieron 45 ul del producto de hibridacion a los
pocillos de las microplacas revestidas con estreptavidina. Asi, el hibrido producto biotinilado-sonda
fluoresceinada se captura en la microplaca a través de la union biotina-estreptavidina. Luego de
incubar la microplaca 1 hora a 37°C, los productos no unidos fueron removidos mediante 8 lavados
con solucién de lavado. Posteriormente, se procedio a la deteccion de los productos de hibridacion
capturados en la microplaca con un anticuerpo anti-Fluoresceina (Anti-Fluorescein-POD, Fab
fragments, Roche, Argentina). Se agregaron 100 ul de una dilucién apropiada del anticuerpo anti-
Fluoresceina preparada con la solucién diluyente del conjugado a cada uno de los pocillos de la
microplaca. La microplaca se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion.
Finalmente se lavé para remover el conjugado no unido. El revelado se realizd6 mediante reaccion
cromogénica (Wiener Laboratories, Argentina) en la que se adicionaron a cada pocillo una gota de
H,0O, y una gota de tetrametilbencidina (TMB). La reaccion se frend a los 30 min mediante el
agregado de una gota de solucién de H,SO, 1M y el color se midi6 a 450 nm en un lector de
microplacas (Stat-Fax 2100, Awareness Technology Inc, EE.UU.) usando un filtro de referencia de
630 nm.
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Figura 12: Representacion esquematica del Sistema de LIHPVPCR 16.4.1
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b: Biotina; F: fluoresceina

Una muestra se consideré HPV-positiva cuando su valor de absorbancia luego de la deteccion
colorimétrica con la sonda genérica fue mayor que el valor de corte, determinado como 2,5 veces
los valores de absorbancia de los controles negativos (1ng/ul DNA placenta), como definido
previamente [168]. Una muestra se considerd positiva para un dado tipo de HPV cuando su valor de
absorbancia luego de la deteccion colorimétrica con su sonda especifica fue mayor que el valor de
corte, determinado como 4 veces los valores de absorbancia de los controles negativos, como
definido previamente [168].

Las TH de las sondas utilizadas para la deteccién y tipificacion de 16 HPV se detallan en la Tabla 5.
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Nombre
MYB-12 1
MYB-13 1+
MYBY5 1+
MYB133 1
WDB74 11
MYB130 11
WDB128 1+

AGI111 +
MYBI6 1
MYB64 1+
MYBI115 1+
MYBI17 1
MYBS89 1+

EB39 **

MYB69
MYB129 RC
tt
BC_51*
MYBSI 1
MYB197 11
CHG56 *

CHG58 +
MYB179

MY162 11+
MYBS3 11
MYB194 11
MYBI91 11

GPX

Tabla 5: Sondas utilizadas en este trabajo

Secuencia
F-CATCCGTAACTACATCTTCCA
F-TCTGTGTCTAAATCTGCTACA
F-GTCATTATGTGCTGCCATATC

F-GTAACATCCCAGGCAATTG
F-GGATGCTGCACCGGCTGA
F-GGGCAATATGATGCTACCAA
F-TTGCAAACAGTGATACTACATT
F-CCAAAAGCCCAAGGAAGATC
F-CACACAAGTAACTAGTGACAG
F-AAAAACAGTACCTCCAAAGGA
F-CTGCTGTGTCTTCTAGTGACAG
F-GCACCAAAACCTAAAGATGAT
F-TAGAGTCTTCCATACCTTCTAC
F-CCTACAGTCTGCAGCCATTA
F-ATACTACACCTCCAGAAAAGC

F-CTCTACACAAAATCCTGTGC
F-CACTGCCACTGCTGCGGTTTC
F-CACTTCTACTGCTATAACTTGT

F-GCACAGCTATAACATGTCAACG
F-GCTAACCTACTGGAGGACTGG

F-GCACTGAAGTAACTAAGGAAGGTA

=

GACATTATGCACTGAAGTAACTAAG

F-CCTAATGWATACACACCTACCA
F-ATTAATGCAGCTAAAAGCACATT
F-CTACTACTGAATCAGCTGTACC

F- CATACCGCTATCTGCAATCAG
E-

CTGTKGTWGATACYACWCGCAGTAC

Blanco
HPV6
HPV11
HPV16
HPV16
HPV18
HPV18
HPV31
HPV31
HPV33
HPV33
HPV35
HPV35
HPV39
HPV39
HPV45

HPV45

HPV51
HPV52
HPV56
HPV56
HPV58

HPV58

HPV59
HPV66
HPV68
HPV68

HPV

Funcién
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica

Sonda especifica

Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica

Sonda especifica

Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica
Sonda especifica

Sonda genérica

TH
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
55°C
55°C
55°C
55°C
55°C
55°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C
40°C

F: Fluoresceina; w:alt; y:c/t; m:a/c; r:alg; v:a/c/g; h:alclt; d:a/git.
* Sonda disefiada en el trabajo de tesis del Dr. Diego Chouhy.

** Sonda disefiada en este trabajo
+ Sonda disefiada previamente Chouhy y cols. [168].

+1 Sondas disefiados previamente por otros Manos y cols. [165].

+11 Sondas disefiados previamente por otros Hildesheim y cols. [169]

3.3.1.1.1 Soluciones utilizadas para la deteccién colorimétrica en microplacas.

Solucion de hibridacion (5X SSC):

NaCl

0,75M

Citrato de sodio 0,075 M

39



Materiales y Métodos

Diluyente de anticuerpo:
Tris-HCI pH 7,6 100 mM
NaCl 150 mM

Solucidn de lavado (20X):
2X SSC
Polivinilpirrolidona 2%
Tween 20 0,2%

3.3.1.2. Sistema de amplificacion CUT

La amplificacion de HPV con sistema CUT [138] se llevo a cabo mediante la técnica de “Hanging-
droplet” PCR o PCR de la “gota colgante” [170], y es una variacion de la PCR anidada que no
requiere la apertura del tubo entre la primera y segunda ronda de amplificacion (Figura 13). La
técnica de “PCR de la gota colgante” consiste en la preparacion de dos mezclas de reaccion (MIX |
y MIX ). La MIX | se agrega en el fondo del tubo de PCR junto con la muestra y una gota de
aceite mineral, mientras que la MIX Il se agrega a la tapa del tubo. Ambas mezclas de reaccion
contienen todos los reactivos necesarios para la amplificacion de forma que una vez cerrado el tubo
no se vuelve a abrir en la segunda ronda de amplificacion. La primera ronda de amplificacion se
realiza sin calentar la tapa del termociclador para evitar la evaporizacion de la MIX 11, mientras el
aceite mineral evita la evaporacion de la MIX I. Luego de la primera ronda de amplificacion, el
tubo de PCR se centrifuga 1 minuto a 12.000 rpm para poner en contacto la MIX 11 con la primera
reaccion y el conjunto es sometido a la segunda ronda de amplificacion.

La primera mezcla de reaccion (20 ul de MIX 1) se agregd en el tubo y se cubrié con una gota de
aceite mineral. Luego de la adicion de 5 pl de muestra, la mezcla alcanz6 un volumen final de 25 pl
conteniendo 200 uM de cada dNTP; 0,06 uM CUT1Fw; 0,0133 uM CUT1AFw; 0,0133 uM
CUT1BFw; 0,0133 uM CUT1CFw; 0,1 uM CUT1BRYv (ver Tabla 3); 1 U Taq ADN polimerasa;
buffer 1,5X (Tris-HCI 112,5 mM pH 8,8; 30 mM (NH,4),S0Oy4; 0,015% Tween20); y MgCl, 3,5 mM.
Antes de cerrar el tubo se agreg6 una gota de 25 pl de MIX 11 [400 uM de cada dNTP; 0,42 uM
CUT1Fw; 0,06 uM CUT1AFw; 0,06 uM CUT1BFw; 0,06 uM CUT1CFw; 0,6 uM CUTI1BRYv; 2,5
U Tag ADN polimerasa; buffer 1,5X (Tris-HCI 112,5 mM pH 8,8; 30 mM (NH,),SO,; 0,015%
Tween20); MgCl, 3,5 mM] en la tapa del tubo. Se utiliz6 un programa de ciclado sin calentar la
tapa del termociclador utilizando el siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial (2 min a
94°C), sequida por 20 ciclos de amplificacion (30 s a 94°C, 2 s a 60°C, seguido de una rampa de
0,2°C/s hasta 55°C, 10 s a 55°C y 40 s a 72°C) y sintesis final (5 min a 72°C). Luego de la primera
ronda de amplificacion, la “gota colgante” se incorpor6 a la mezcla de reaccion (volumen final: 50

pl) mediante 1 min de centrifugacién a 12.000 rpm. Luego se realiz6 el segundo perfil térmico:
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desnaturalizacién inicial (2 min a 94°C), seguida por 40 ciclos de amplificacién (30 s a 94°C, 2s a
60°C, seguido de una rampa de 0,2°C/s hasta 52°C, 10 s a 52°C y 40 s a 72°C) y sintesis final (5 min
a72°C).

Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 2% y tincion
con solucién de bromuro de etidio. Aquellos productos que resultaron en bandas del tamafio
esperado (390 pb aproximadamente) fueron secuenciados por un servicio especializado (Macrogen,
EE.UU.).

3.3.2. Estrategias para el tamizaje de HPV en piel.

La deteccidn e identificacion de HPV en muestras de piel se llevd a cabo con 2 estrategias de
amplificacion molecular: y el sistema de amplificacion CUT (ver seccion 3.3.1.2.) [138] y el
sistema de amplificacion FAP [133], considerado de referencia para la amplificacion de HPV

cutaneotropicos.

3.3.2.1. Sistema de amplificacion FAP

Se utilizé el sistema de amplificacidn desarrollado por Forslund [133] con los cebadores externos
FAP59/FAP64 y los cebadores internos FAP6085F/FAP6319R (ver Tabla 4), y la técnica de la
“gota colgante” como estrategia de amplificacion [170], ya descripta para el sistema CUT (Figura
13, Seccion 3.3.1.2). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: la primera
amplificacidn se realizo utilizando la siguiente mezcla de reaccién: 200 uM dNTP; 0,1 uM FAP59;
0,1 uM FAP64; 0,625 U Tag ADN polimerasa; buffer 1X (Tris-HCI 112,5 mM pH 8,8; 30 mM
(NH4),SO4; 0,015% Tween20); MgCl, 3,5 mM; BSA 0,2%), con un perfil térmico de
desnaturalizacion inicial (2 min a 94°C), seguida por 20 ciclos de amplificacion (30 s a 94°C, 2 s a
60°C, seguido de una rampa de -0,2°C/s hasta 50°C, 10 s a 50°C y 40 s a 72°C) y sintesis final (5
min a 72°C). En la segunda reaccion de amplificacion se utiliz6 la siguiente mezcla de reaccion:
200 pM dNTP; 1 pM FAP6085; 1 uM FAP6319; 1,25 U Tag ADN polimerasa; buffer 1X [Tris-
HCI 112,5 mM pH 8,8; 30 mM (NH,),SO,; 0,015% Tween20]; MgCl, 3,5 mM; BSA 0,2%, con un
perfil térmico de desnaturalizacion inicial (2 min a 94°C), seguida por 40 ciclos de amplificacion
(30 sa94°C, 2 sa60°C, seguido de una rampa de -0,2°C/s hasta 50°C, 10 sa50°Cy 40sa 72°C) y
sintesis final (5 min a 72°C).

Al igual que para el sistema CUT, se analizaron los productos amplificados con geles de agarosa al
2% y debido a que los cebadores FAP estan disefiados para una amplificacién por PCR anidada
convencional, los tamafios de las bandas de amplificacion especifica de HPV fueron: 235 pb

(fragmento nested), 340 pb (fragmento hemi-nested) y 480 pb (fragmento externo). Los productos
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que resultaron en alguna de estas bandas se secuenciaron en un servicio especializado (Macrogen,
EE.UU.).

Tanto para el sistema CUT como para el FAP, aguellos amplicones que presentaron cromatogramas
con secuencias solapadas fueron “marcados” como posibles infecciones maltiples. En estos casos
los productos de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Argentina). Los
clones con el inserto correspondiente fueron identificados mediante PCR de colonia utilizando los
cebadores M13Fw/Rv (Seccidon 3.2.3.). Los productos de PCR y/o plasmidos fueron purificados y
secuenciados a través de un servicio especializado (Macrogen, EE.UU.).

Figura 13: Representacion esquematica de los sistemas de amplificacion CUT y FAP basados en la estrategia

de PCR de la “gota colgante”

HANGING-DROPLET PCR: SISTEMAS DE CEBADORES FAP Y CUT
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3.3.2.2. PCR altamente sensible para fragmentos largos: Caracterizacion de nuevos tipos de
HPV

Para la identificacion y caracterizacion de los genoma completos de los nuevos tipos putativos de
HPV identificados se utilizé una técnica ultrasensible denominada “PCR altamente sensible para
fragmentos largos” [35] que fue desarrollada en nuestro laboratorio y es aplicable a genomas
circulares como el de los PV. Esta técnica permite la amplificacion de fragmentos largos de ADN

con mayor eficiencia que las técnicas convencionales para tal fin. La misma fue optimizada en
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formato de PCR de “gota colgante” para aumentar su sensibilidad (Figura 13). Por medio de esta
técnica se buscé amplificar dos fragmentos solapantes de alrededor de 4 kpb correspondientes a las
mitades gendmicas de los tipos putativos de HPV que se desean caracterizar mediante el uso de

cebadores genéricos o especificos que hibridan en las regiones L1y E1 (Figura 14).

Figura 14: Estrategia de “PCR altamente sensible para fragmentos largos”

Tipo putativo de HPV g !

Para la identificacién del genoma completo de los nuevos tipos putativos de HPV. Se utiliz6 la
enzima Expand Long Range dNTPack (Roche, Argentina) que permite la amplificacién de
fragmentos largos (hasta 20 kpb) con alta eficiencia.

Las condiciones de la PCR de “gota colgante” para lograr la amplificacion de fragmentos de
alrededor de 4 kbp fueron las siguientes: MIX I: 500 uM de cada dNTP, 0.5 uM de cada cebador
sentido y anti-sentido segln corresponda (Tabla 4), 1X solucion tapén con MgCl, y 2 U de Expand
Long Range; MIX Il: 600 uM de cada dNTP, 1.2 uM de cada cebador sentido y anti-sentido segln
corresponda (Tabla 2), 1X solucion tapén con MgCl,, 0.25 mM de MgCl, y 4 U Expand Long
Range. Cada una de las reacciones tenia un volumen final de 25 pl utilizando 1 pl de muestra.

El perfil térmico empleado para la amplificacion de las mitades gendmicas fue el siguiente: 2 min a
92°C sequido de 15 s a 92°C, 40 s de hibridacién a 50°, 52° 0 55°C y 5 min de elongacién a 68°C (1
min cada 1.000 pb). Los tiempos de elongacion se aumentaron en cada ciclo entre 10-20 s hasta
completar los 25 ciclos en la primera reaccion y los 45 ciclos en la segunda.

Los productos de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T-Easy (Promega) o TOPO XL

(Invitrogen). Los clones con el inserto correspondiente fueron identificados mediante amplificacion
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por PCR utilizando los cebadores M13Fw/Rv (Seccion 3.2.3). Los productos de PCR y/o
plasmidos fueron purificados y secuenciados a través de un servicio especializado (Macrogen,
EE.UU.).

3.3.2.2.1. Diseiio de cebadores para la “PCR altamente sensible para fragmentos largos”.

Los cebadores utilizados en este trabajo para la caracterizacion de las mitades genémicas de los
tipos putativos de HPV de interés se listan en la Tabla 3.

Utilizando el programa Mega 5 se realiz6 el apilamiento de las secuencias nucleotidicas de los tipos
de referencia pertenecientes a los géneros Beta PV y Gama-PV disponibles en el banco de datos
provisto por el “National Center for Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Sucesivamente, se disefiaron distintos cebadores genéricos para hibridar en las regiones L1 y E1,
seleccionando aquéllos que presentaban el menor nimero de bases desapareadas con respecto a
el/los tipo/s de referencia que estaban mas filogenéticamente relacionados con el/los tipo/s putativos
cuyo/s genoma/s se queria caracterizar completamente. Brevemente, los cebadores genéricos
seleccionados mediante este andlisis para los tipos putativos presentados en este trabajo fueron:
Ely2-Fw para la region E1 de Gama PV, FAP64-Rv y FAP6085-Fw, para la region L1 de Gama
PV, E1B2-Rv para la regién E1 de Beta PV y FAP6085-Fw para la region L1 de Beta PV (Tabla 4).
Por otro lado, el disefio y la seleccién de los cebadores especificos se realizaron con el programa
Primer Select.

3.4 Analisis de secuencias y filogenia.

3.4.1. Andlisis de secuencias y filogenia de HPV amplificados con los sistemas CUT y FAP.

Las secuencias derivadas de la amplificacion con los sistemas CUT y FAP fueron comparadas con
las secuencias de HPV disponibles en la base de datos de GenBank utilizando la herramienta Blastn

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov). EI andlisis de las relaciones filogenéticas de las secuencias

identificadas fue realizado teniendo en cuenta la clasificacién taxondmica propuesta por de Villiers
[18]. En base a esto, las variantes deben presentar variaciones nucleotidicas en el gen L1 menores al
100% pero mayores al 98% con el tipo més relacionado, los subtipos deben presentar una identidad
nucleotidica menor al 98% y mayor al 90% con el tipo mas relacionado, y un nuevo tipo de HPV es
aquel que presenta identidad nucleotidica en el gen L1 menor al 90% con los tipos previamente
identificados. Ademas, las especies dentro de un mismo género comparten entre el 60% y el 70%.

Respecto a los HPV mucosotrépicos, se consideraron HPV BR o AR de acuerdo a su relacion
filogenética [18,105]. En base a esto, los tipos 16, 18, 26, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
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59, 66, 68 fueron considerados tipos AR mientras que los tipos 6, 11, 13, 43, 61, 62, 74, 78, 81, 83,
86, 87, 89 y 91 fueron considerados tipos BR.

3.4.2. Analisis de secuencias y filogenia de nuevos tipos de HPV caracterizados con el sistema
“PCR altamente sensible para fragmentos largos”

Los plasmidos conteniendo fragmentos de alrededor de 4 kbp generados con la herramienta “PCR
altamente sensible para fragmentos largos” y que pertenecian a una mitad genémica de un nuevo
tipo de HPV (ver seccion 3.3.2.2) se secuenciaron en un servicio especializado (University of
Maine) utilizando la estrategia de “primer walking”. El ensamblado y anélisis de las secuencias
generadas fue realizado con el programa Mega 6 [171]. Los marcos de lectura abierta de los tipos
nuevos de HPV fueron determinados utilizando la funcion de busqueda de ORF del programa
SnapGene 1.1.3 (GSL Biotech LLC).

Los analisis filogenéticos se realizaron alineando las secuencias del gen L1 de los tipos nuevos de

HPV con las secuencias de HPV disponibles en http://www.hpvcenter.se/ vy

http://pave.niaid.nih.gov/ utilizando el algoritmo ClustalW del programa Mega 6 [171]. Utilizando

el programa JModelTest v2 [172] se determind que el mejor modelo evolutivo de sustitucion
nucleotidica para los alineamientos era el GTR+I+G. Dicho alineamiento fue utilizado para inferir
las relaciones filogenéticas de los virus mediante metodologia Bayesiana utilizando el paquete
Beast 1.7.5 [173]. Para ello, se realizaron corridas de cadenas Marco-Monte Carlo (MCMC) durante
10 generaciones, muestreando cada 1000 generaciones y descartando un 10% de las mismas. La
convergencia estadistica de las MCMC fue evaluada calculando el nimero efectivo de muestras

utilizando el programa TRACER v1.4 (disponible en http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). El &rbol mas

probable entre todos los posibles arboles generados por Beast fue estimado utilizando el programa

TreeAnnotator disponible en el paquete Beast.

3.4.3. Anélisis de recombinacion en tipos de HPV del género Gama PV.

La base de datos utilizada para explorar las relaciones filogenéticas de un nuevo tipo de Gama PV
caracterizado en este trabajo, el HPV205, incluy6é 71 tipos de referencia del género Gama-PV
previamente caracterizados. Entre ellos, 62 tipos estaban oficialmente reconocidos por el Centro de
Referencia Internacional de Papilomavirus Humano y sus secuencias se encontraban disponibles en

http://www.hpvcenter.se/. Por otro lado, los 9 virus restantes correspondian a tipos identificados por

metagendmica cuyas secuencias se encontraban disponibles en http://pave.niaid.nih.gov/.

Debido al alineamiento ambiguo de las regiones no codificantes y por las grandes distancias

evolutivas de las regiones E6-E7 [174], solamente se utilizaron los genes E1, E2, L2 y L1 de todos
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los virus incluidos en la base de datos, de acuerdo a lo reportado previamente por otros
[19,151,175]. Se realizaron alineamientos multiples de las secuencias para cada uno de los genes
utilizando el programa CLUSTAL W [176] de acuerdo a sus secuencias de aminoacidos (BLOSUM
protein weight matrix) para preservar la homologia de los codones.

Los potenciales eventos de recombinacion, las secuencias parentales y la localizacion de los puntos
de quiebre fueron realizados en cada uno de los genes por separado y en combinaciones de los
mismos a medida que se incrementaba su nimero, es decir: i) E1, ii) E2, iii) L2, iv) L1, v) E1-E2,
vi) E1-E2-L1, vii) E1-E2-L2 y viii) E1-E2-L2-L1. Los andlisis de recombinacion se realizaron
utilizando el programa RDP 4.1 [177], y los algoritmos incluidos en el: GENECONV [178],
BootScan [179] MaxChi [180], CHIMAERA [181], SIScan [182], y 3Seq [183]. Los valores de p <
0,05 fueron considerados como estadisticamente significativos. Todos los demas pardmetros no
fueron modificados y se utilizaron los valores preestablecidos por el programa.

Un evento de recombinacién fue considerado como tal cuando fue estadisticamente significativo
para al menos 4 programas incluidos en el RDP 4.1 (criterio de inclusion). Para confirmar la
presencia de los eventos de recombinacion detectados por el programa RDP 4.1, se realizaron
analisis de incongruencia de arboles filogenéticos obtenidos con metodologia Bayesiana, como
descripto previamente (ver Seccién 3.4.2).

3.5. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 6.

3.6. Condiciones y medios de cultivo.

3.6.1. Medios de cultivo para células bacterianas.

El medio utilizado para el cultivo y mantenimiento de las cepas bacterianas fue Luria Bertani (LB)
[184], cuya composicion es: Peptona de caseina 10 g/l; Extracto de levadura 5 g/l; NaCl 5 g/l.
Cuando fue necesario se utiliz6 ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml.

Los cultivos de E. coli se crecieron en medio LB a 37°C con agitacion, en presencia de ampicilina.

En medios solidos (con el agregado de agar 1,8%) se cultivaron en estufa a 37°C.

3.7. Técnicas de manipulacién de acidos nucleicos.

3.7.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La técnica se llevd a cabo segun las indicaciones de Sambrook [184]. Se emplearon concentraciones
de agarosa variables, entre 1-2%, segun el tamafio de las moléculas de ADN que se deseaba separar.

Los geles se prepararon en soluciéon tampén TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 10 mM, pH 8,0). Las
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corridas electroforéticas se realizaron en el mismo tampoén a una intensidad de corriente de 80-90
mA.

Previo a la siembra, las muestras se mezclaron en una proporcién 4:1 con una solucion que contenia
0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilenecianol, 30% de glicerol y agua estéril. Como
marcador de peso molecular se emple6 la escalera ADN 100 pb o 1 Kb (Productos Bio-Ldgicos,
Universidad de Quilmes, Argentina). Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles fueron
tefiidos con solucion de Bromuro de Etidio (0,5 pg/ml) y observados en transiluminador de luz UV
(300 nm). Los geles fueron digitalizados utilizando una camara digital Kodak, modelo EKB 9040.

Tabla 6: Plasmidos utilizados en este trabajo

Referencia u

|  Plasmido Genotipo ;
origen
p-GEM-T-Easy Ori (ColE1) Amp ' Promega (EE.UU)
Vector
p-TOPO XL Ori (ColE1) Kana ' Invitrogen
(EE.UV)
pHPV6 pBr322 conteniendo el genoma entero de HPV6 donado por
Dr.Venuti
pHPV10 pUC19 conteniendo el genoma entero de HPV10 donado por
Dr.Venuti
pHPV11 pBr322 conteniendo el genoma entero de HPV11 donado por
Dr.Venuti
pW12 pBR322 conteniendo el genoma entero de HPV16. coleccion
laboratorio
pHPV18 pBR322 conteniendo el genoma completo de HPV18 donado por
Dr.Venuti
pHPV20 pBR322 conteniendo el genoma entero de HPV20 donado por Dra.
de Villiers
pHPV26 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 coleccion
amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HP\V26 laboratorio
pHPV31 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 coleccion
amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV31. laboratorio
pHPV33 pBr conteniendo el genoma entero de HPV33 donado por
Dr.Venuti
pHPV35 pBr322 conteniendo un fragmento de 3750pb de HPV35 donado por
Dr.Venuti
pHPV39 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 coleccion
amplificado con los cebadores MY(09/11 correspondiente a HP\V39 laboratorio
pHPV45 pGEMA4 conteniendo el genoma entero de HPV45 donado por Dra.
de Villiers
pHPV51 pUC13 conteniendo el genoma entero de HPV51 donado por Dra.
de Villiers
pHPV52 pUC19 conteniendo el genoma entero de HPV51 donado por Dr.
Lancaster
pHPV56 pT713 conteniendo un fragmento de 5100 pb de HPV56 donado por
Dr.Venuti
pHPV58 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 coleccion
amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV58 laboratorio
pHPV59 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 coleccion
amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV59 laboratorio
pHPV68 p-GEM T-easy conteniendo un fragmento de 450 pb del gen L1 coleccién
amplificado con los cebadores MY09/11 correspondiente a HPV68 laboratorio
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3.7.2. Purificacion de productos de PCR y ADN plasmidico.

La purificacion de productos de PCR se realizé con los equipos comerciales NucleoSpin Extract Il
(Macherey-Nagel, Alemania) y High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Alemania). Para la
preparacion de ADN plasmidico se utilizaron los siguientes equipos comerciales: NucleoSpin
Plasmid (Macherey-Nagel, Alemania) y High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Alemania). En
cada caso se siguieron las instrucciones del proveedor. EI ADN plasmidico se resuspendi6 en H,O
destilada estéril y se conservé a —20°C hasta su utilizacion.

3.7.3. Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, los productos de PCR o las muestras de
ADN digeridas con enzimas de restriccion se separaron por electroforesis en geles de agarosa en las
condiciones sefialadas anteriormente. La zona del gel conteniendo el fragmento de ADN de interés
se extrajo por corte con bisturi estéril y el ADN se purificd segun el procedimiento planteado en el
equipo comercial NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel, Alemania) y Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, EE.UU).

3.7.4. Estimacién de la concentracién de ADN.

La cuantificacion del ADN obtenido a partir de las preparaciones de ADN plasmidico se realiz por
medidas espectrofotométricas a 260 nm y se calculd la concentracion segun el valor leido, teniendo
en cuenta que 1 unidad de absorbancia (Abs.) a 260 nm corresponde a 50 pg/ml de ADN doble

hebra. Para esto se utilizé una dilucién adecuada del plasmido.

3.7.5. Clonado.

Se clonaron todos los productos de PCR provenientes de la amplificacion con los cebadores CUT o
FAP que indicaban tipos multiples de HPV por presentar cromatogramas con picos solapados en el
secuenciamiento directo del amplicon. Ademas, se clonaron todos los productos de PCR de
fragmentos largos (4.000 pb aproximadamente) amplificados con la enzima Expand Long Range
dNTPack (Roche, Buenos Aires, Argentina).

Cada uno de los productos de PCR fue ligado en el vector pPGEM-T-Easy (Promega, EE.UU.). Con
el producto de ligacion correspondiente se transformaron bacterias E.coli DH5a. y se seleccionaron
colonias blancas en medio LB-Ampicilina conteniendo IPTG y X-Gal.

Por otro lado, una de las mitades gendmicas de 2 de los tipos de HPV caracterizados en este trabajo
(HPV EP02 y HPV EP03) fueron clonadas utilizando el kit TOPO XL PCR Cloning Kit y se
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transformaron bacterias E.coli One Shot TOP10 Chemically Competent (Invitrogen, EE.UU). Las
bacterias transformadas quimicamente segln indicaciones del proveedor se seleccionaron en medio
LB-Kanamicina. El clonado de estos dos virus fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular y diagndstico de Hepatitis y HIV/AIDS (HIV) del Instituto de Biologia e Inmunologia de
la Universidad de Liubliana (Eslovenia).

3.7.5.1. Ligacién de moléculas de ADN.

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en tamp6n 2X para la ADN ligasa, 1 U de la enzima
ADN ligasa del bacteriéfago T4 y el vector pPGEM®-T-Easy (Promega, EE.UU.). Se utiliz6 una
relacion molar de ADN inserto:vector de 10:1, en un volumen final de 10 ul. La mezcla de ligacién
se incubd a temperatura ambiente durante 14-16 hs.

Las reacciones de ligacion en las que se utiliz6 el vector TOPO XL (Invitrogen, EE.UU.), se
realizaron en un volumen final de 6 pl usando 4 pl del producto de PCR purificado (inserto), 1 ul
del vector y luego de incubar durante 30 min a temperatura ambiente, se agreg6 1 pl de solucion 6X

de inhibicion de la reaccion.

3.7.5.2. Transformacidn de células E. coli por electroporacién.

-Induccidn del estado de competencia.

Las células a transformar (bacterias E.coli DHS5a) fueron crecidas en medio LB con agitacion
permanente a 37°C hasta fase estacionaria. Se inocularon 500 ml de medio LB fresco con 5 ml del
cultivo saturado y se crecio a la misma temperatura hasta DOg3zy = 0,5-1. Dicho cultivo se enfrié en
hielo durante 20 min y se centrifug6 a 4°C durante 10 min a 6.500 rpm en la centrifuga Avanti J-25
(Beckman Coulter, EE.UU.). El sedimento celular obtenido se lavé 3 veces con 1 volumen de H,0
destilada estéril fria'y 1 vez con 10 ml de glicerol 10% (v/v). Finalmente, el sedimento celular se
resuspendié en 1 ml de glicerol 10% (v/v) y se realizaron alicuotas en tubos estériles que fueron
guardados a -70°C hasta el momento de su uso.

- Transformacion de células competentes con ADN plasmidico.

Trabajando a 0°C, alicuotas de 40 pl de células competentes, obtenidas como se detalld
anteriormente, se colocaron en un celda de electroporacion, se agregaron 1-5 pl del plasmido y se
electroporaron utilizando un voltaje de 2.3 kV (BioRAD E. coli pulser, EE.UU.). Luego se agrego 1
ml de medio LB sin antibiético y se incub6 1 h a 37°C con agitacion constante. Por Gltimo, las
células se centrifugaron 5 min a 6.000 rpm y se sembraron 100 ul con espéatula de Drigalsky en

placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con ampicilina o kanamicina, segun
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corresponda, en concentracion adecuada para seleccionar las bacterias transformadas. Las células se

incubaron a 37°C durante una noche.

3.7.5.3. Transformacion quimica de células E. coli TOP10 (Invitrogen, EE.UU).

Se agregaron 2 pl de la reaccion de ligacion con el vector TOPO XL (Invitrogen, EE.UU) en un
tubo de células E. coli TOP10, y se mezcld vigorosamente. Luego de 30 min en hielo se realiz6 un
shock térmico a 42°C por 30 seg e inmediatamente se transfirieron los tubos a hielo por 2 min.
Luego se agreg6 250 ul de medio S.0.C (Invitrogen, EE.UU) sin antibi6tico y se incub6 1 h a 37°C
con agitacion constante. Se sembraron 50-150 pl con espatula de Drigalsky en placas de Petri
conteniendo LB-agar suplementado con kanamicina en concentracion adecuada para seleccionar las

bacterias transformadas. Las células se incubaron a 37°C durante una noche.

3.8. Anélisis Estadistico

En el andlisis de muestras cervicales para investigar la distribucion de HPV mucosotrdpicos,
se analizd6 la asociacion entre la presencia de infeccion por HPV 'y caracteristicas
demogréficas-culturales: edad y nimero de partos aplicando el test de Scores, tabaquismo y
contacto con mucosa aplicando el test basado en la variable Chi-cuadrado, por Gltimo método
anticonceptivo mas usado, infecciones de transmision sexual, infeccién por HIV-1 y enfermedad
cervical (determinada por el resultado del Pap) aplicando el test de Fisher. La conducta sexual fue
analizada mediante la variable edad de inicio de relaciones sexuales que fue analizada aplicando el
test basado en la variable Chi-Cuadrado.

En el estudio de muestras cutaneas, las prevalencias obtenidas en cada estacion climatica fueron
comparadas a través de la estadistica Q de Cochran. El andlisis del grado de asociacion segun el
estado de infeccion por HPV cutéaneos se realiz6 comparando variables demogréaficas (edad y
género) y de comportamiento (horas de exposicion a UV/semana y uso de protector solar). La edad
se analizé aplicando los test de Mann Whitney y Kruskal-Wallis mientras que el género aplicando
el test basado en la variable Chi-cuadrado. La variable horas de exposicion al sol/semana se analizo
aplicando los test de Mann Whitney y Kruskal-Wallis mientras que el uso de protector solar
aplicando el test de Correlaciones exacto y el test de Scores.

La asociacion del resultado general con las variables fue estudiada ademas mediante una regresion
logistica multivariada y una regresion logistica multivariada con respuesta politomica ordinal
(modelo de odds proporcionales).

En todos los analisis, un valor de p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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4.1. Consideraciones generales.

Conocer y caracterizar los HPV presentes en las infecciones persistentes de cérvix previamente a la
vacunacién masiva es una informacion relevante para poder evaluar a futuro el eventual reemplazo
de tipos post-vacunacion. Para ello es necesario disponer de herramientas moleculares que aseguren
el diagndstico de la infeccion y el tipo involucrado de manera certera y precisa.

A continuacion se describen las pruebas realizadas para mejorar la competencia del ensayo
L1HPVPCR en el andlisis y la tipificacion de HPV mucosotropicos (seccion 4.1.1), y su aplicacion,
junto al sistema de cebadores CUT, para conocer la epidemiologia de la infeccion por HPV en
cérvix en un grupo de mujeres no vacunadas con diagnostico y/o antecedentes de patologia cervical

del sur de la provincia de Santa Fe (seccion 4.1.2).

4.1.1. Analisis de la competencia del sistema L1HPVPCR para detectar 15 tipos de HPV
mucosotrépicos.

El sistema L1HPVPCR versién 16.4 (Figura 12, Seccién 3.3.1.1) en muestras clinicas ha permitido
identificar un amplio rango de genotipos de HPV en mucosa cervical en estudios de prevalencia de
mujeres sin lesiones cervicales que asistieron a diferentes hospitales publicos de la provincia de
Santa Fe y C.A.B.A. por control ginecolégico de rutina [99].

Para controlar la calidad de los resultados arrojados por el sistema L1HPVPCR, nuestro laboratorio
viene participando como laboratorio externo en los estudios de competencia organizados por la
HPV Labnet (Proficiency Studies of HPV DNA Typing; afios 2008, 2010, 2011, 2013, 2014) de la
OMS. Uno de los objetivos de este programa es determinar la competencia y la sensibilidad de los
métodos de genotipificacion de HPV utilizados en distintos laboratorios del mundo para avanzar en
la vigilancia de los programas de vacunacion para HPV a través de la estandarizacion de los
laboratorios 'y del control de calidad de los métodos de deteccion de HPV

(http://www.who.int/biologicals/vaccines/hpv/en/index.html). Para alcanzar ese objetivo, los

laboratorios participantes en los estudios de competencia reciben un panel de 43 muestras
incdgnitas que contienen plasmidos purificados de 16 tipos mucosotropicos de HPV (2 tipos BR:
HPV6, HPV11; 14 tipos AR: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51,
HPV52, HPV59, HPV56, HPV58, HPV66, HPV68a y HPV68D) diluidos en 1 ng/ul de ADN de
placenta humana y 3 muestras como controles de extraccion de ADN. La HPV Labnet establecio
gue un método es competente o apto para la genotipificacién de HPV si es capaz de detectar 50
Unidades Internaciones (Ul) de los tipos HPV16 y HPV18 en infecciones simples y multiples, y

500 equivalentes de genoma (GE) de los demas 14 tipos.
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Luego de analizar los resultados obtenidos para todos los genotipos de HPV incluidos en el panel
del estudio correspondiente al afio 2011 (2011 Proficiency Study of HPV DNA Typing), observamos
que la especificidad y sensibilidad del sistema L1HPVPCR versién 16.4 para amplificar y detectar
los tipos HPV18 y HPV45 en bajo nimero de copias eran sub-6ptimas. Si bien los cebadores
utilizados en el ensayo L1IHPVPCR contienen bases degeneradas que amplificarian los dos tipos de
forma eficiente, los resultados obtenidos demostraron lo contrario. Teniendo en cuenta que HPV18
y HPV45 son tipos AR altamente prevalentes en carcinomas cervicales, al igual que el HPV16, nos
propusimos mejorar el desempefio del sistema LIHPVPCR version 16.4 para la identificacion de

ambos tipos.

4.1.1.1 Mejora en el desempefio del sistema L1IHPVPCR para la identificacion de los tipos
HPV18 y HPV45.

En primer lugar nos diseflamos cebadores especificos para los tipos HPV18 y HPV45 con el
objetivo de combinarlos con los cebadores MY 11/09: 3 cebadores para los tipos HPV18 y HPV45:
2 cebadores sentido especificos para HPV18 (MY 18Fw) o HPV45 (MY45Fw), y un cebador anti-
sentido genérico para ambos tipos (MY 1845Rv) (Tabla 4).

Los nuevos cebadores disefiados se sumaron a los existentes en el ensayo LIHPVPCR version 16.4,
modificacion que, en esta tesis, dio lugar al ensayo denominado L1HPVPCR versién 16.4.1 para
facilitar el analisis. A continuacion se describen la optimizacién de las nuevas condiciones de

amplificacién.

4.1.1.2. Sistema L1HPVPCR version 16.4.1: Optimizacion de las condiciones de amplificacion
y deteccion con los nuevos cebadores especificos para HPV18 y HPV45.

Con el objetivo de lograr una adecuada optimizacion de la reaccion de amplificacion se tomaron
como referencia las condiciones previamente utilizadas en el ensayo L1HPVPCR con los cebadores
genéricos MY11/MY09/GC09, como descripto previamente [168]. Sucesivamente, se fueron
realizando variaciones graduales en las concentraciones de todos los cebadores en forma paulatina.
Como controles positivos se utilizaron diluciones seriadas de plasmidos conteniendo el genoma
completo de los tipos HPV16, HPV18 y HPV45 (10°, 10%, 10% y 10% copias/reaccion) disponibles en
el laboratorio (Tabla 5). La seleccion de condiciones se realizo en base a la intensidad de las bandas
obtenidas luego de electroforesis en geles de agarosa. Sin embargo, en todas las pruebas se tuvo en
cuenta que las mejoras en las amplificaciones de HPV18 y HPV45 no fueran en detrimento de la

amplificacion de HPV 186, el tipo mas frecuentemente encontrado en carcinomas cervicales.
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Luego de numerosos experimentos ensayando distintas concentraciones para la mezcla de
cebadores se lograron 2 condiciones que permitian la amplificacion de los 3 tipos analizados. En la
Figura 15 se resumen los resultados obtenidos con 2 mezclas de cebadores que arrojaron las bandas
maés intensas y la mayor sensibilidad en la amplificacion de cada tipo en estudio. Como puede
observarse, la mezcla de cebadores de la condicion 2 permitié obtener productos amplificados
visibles en gel de agarosa a partir de 1.000 copias/reaccion para el HPV45 y de 100 copias/reaccion
para los tipos HPV16 y HPV18 por lo que fue la condicidn seleccionada (Figura 15, condicion 2).

Figura 15: LIHPVPCR version 16.4.1: Optimizacion de la concentracion de la mezcla de cebadores
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Una vez establecida la composicion de la mezcla de cebadores para asegurar la amplificacion de
HPV18 y HPV45, era necesario verificar si la incorporacion de los nuevos cebadores mejoraba el
desempefio del ensayo para los requerimientos de competencia establecidos por el HPV Labnet. En
base a esto, se procedi6 a evaluar la sensibilidad del ensayo L1HPVPCR 16.4.1 para detectar los
tipos en estudio en bajo nimero de copias en comparacion al ensayo original (LIHPVPCR 16.4).
Para ello se amplificaron en forma independiente distintas cantidades de los plasmidos conteniendo
los genomas de HPV16, HPV18 y HPV45 derivados del panel HPV Labnet (afio 2011) en las
condiciones de cada version del ensayo LIHPVPCR y los productos amplificados correspondientes
se detectaron mediante revelado colorimétrico en formato EIA con sondas especificas, como
descripto [99]. Los valores de corte se calcularon como 4 veces el promedio de los valores de
absorbancia obtenidos en los CN con la sonda especifica correspondiente, como definido
previamente [168]. Por lo tanto, una muestra se consider6 positiva para un dado tipo de HPV si su
valor de absorbancia era mayor que este valor de corte. En la Tabla 7 se muestran los valores de

absorbancia obtenidos para cada una de las muestras y los controles correspondientes.
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Tabla 7: Analisis de la sensibilidad del sistema L1IHPVPCR: version 16.4 Vs. 16.4.1

Sonda L1HPVPCR (Absorbancias)**
Analizadas *
CR
CN

0,054 0,057

0,06 0,123

valor de corte HPV16 0,24 0,492
HPV16 (50 UI) 0,622 1,002
HPV16 (500 UI) 0,501 0,770
CR 0,071 0,082

CN 0,092 0,088

valor de corte HPV18 0,368 0,352
HPV18 (50 UI) 0,101 0,126
HPV18 (500 UI) 0,099 0,420
CR 0,078 0,102

CN 0,101 0,056

valor de corte HPV45 0,404 0,224
HPV45 (50 GE) 0,094 0,169
HPV45 (500 GE) 0,107 0,736

* Las concentraciones indicadas se refieren a Ul/reaccion o GE/reaccion.
** Los resultados positivos de acuerdo al valor de corte se muestran en negrita.

Los resultados obtenidos en las dos versiones del ensayo L1IHPVPCR para deteccion de HPV16
(Tabla 7) indican que la incorporacion de los cebadores especificos para HPV18 y HPV45 en la
version 16.4.1 no afectd la sensibilidad en su deteccion, ya que 50 y 500 Ul/reaccion de HPV16
fueron positivas en ambas condiciones. En contraste, la deteccion de HPV18 y HPV45 solo fue
posible en la version 16.4.1, confirmando que las modificaciones realizadas mejoraron el
desempefio del ensayo L1HPVPCR para identificar estos genotipos. No obstante, el limite de
deteccidn obtenido para HPV18 y HPV45 fue de 500 Ul o GE/reaccidn. El hecho de que el sistema
no fue capaz de detectar 50 Ul/reaccion del HPV18 podria deberse a la caida del titulo del plasmido
en el tiempo, ya que como dijimos, las muestras provenian del panel de 2011. Teniendo en cuenta
esto, decidimos evaluar el desempefio del LIHPVPCR versién 16.4.1 en los sucesivos estudios de
competencia realizados por la HPV Labnet.

Como mencionado al inicio de la Seccion, un método es considerado competente en tipificacion
para HPV si es capaz de detectar 50 1U/5 pl de los tipos HPV16 y HPV18 y 500 GE/5 ul de los
otros tipos incluidos en los paneles, tanto en muestras que mimetizan infecciones uUnicas o
multiples. Ademas la especificidad de los tipos reportados debe ser mayor a 97% (no mas de un
falso positivo). Los resultados de los analisis de los paneles correspondientes a los estudios de los
afios 2013 y 2014 realizados en nuestro laboratorio demostraron que el sistema L1HPVPCR 16.4.1
es competente para la deteccion de los tipos HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59,
66, y 68b. En el Anexo Il se adjuntan los resultados obtenidos y la certificacion oficial de la
competencia del sistema LIHPVPCR16.4.1 por la WHO HPV LabNet.
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4.1.2. Analisis de la prevalencia y persistencia de la infeccion de HPV en cérvix de mujeres no
vacunadas con diagnostico de patologia cervical de la provincia de Santa Fe.

Habiendo determinado la competencia del LIHPVPCR version 16.4.1 para la tipificacidn especifica
y sensible de 15 tipos mucosotropicos nos propusimos conocer la epidemiologia de HPV en cérvix
en un grupo de mujeres no vacunadas contra HPV y con diagndstico de patologia cervical de
nuestra region. Como antes mencionado, esta informacion es fundamental para determinar a futuro
el eventual reemplazo de tipos como consecuencia de la aplicacion masiva de las vacunas
preventivas contra la infeccion por HPV. Teniendo en cuenta esto, y a fin de conocer
exhaustivamente la epidemiologia de HPV, el diagndstico de la infeccion y la tipificacion viral se
realizo en forma combinada con los resultados arrojados por el ensayo LIHPVPCR version 16.4.1y
por el sistema CUT (ver Seccién 3.3.1.2), herramienta con demostrada capacidad de amplificar
HPV musosotropicos [138]. A continuacion se detallan las actividades llevadas adelante para

determinar la prevalencia y persistencia de HPV en este grupo de mujeres.

4.1.2.1 Descripcién de la poblacion y disefio experimental

El protocolo de reclutamiento de las mujeres y los procedimientos efectuados estan detallados en las
Secciones 3.1.1 y 3.1.3. Todas las mujeres que participaron en el estudio dieron su consentimiento
escrito e informado (Anexo 1) y completaron un cuestionario sobre informacion demografica,
conducta sexual y co-factores relacionados con la infeccién por HPV (Anexo ). En cada una de las
visitas las mujeres recibieron un examen ginecolégico completo, que incluia toma de muestra para
el analisis citologico (Pap) y para el andlisis de la presencia de ADN de HPV, colposcopia y toma
de biopsia (en caso de ser necesarias).

El protocolo de reclutamiento y de seguimiento se detalla en la Figura 16. Brevemente, se
reclutaron 126 mujeres no vacunadas contra HPV (edad media: 28 afios, rango etario: 14-53 afios)
que concurrieron al HEEP entre los afios 2005-2010 por presentar Pap alterados o lesiones
cervicales previas. Once mujeres fueron excluidas del estudio debido a que la muestra de ingreso al
protocolo fue inadecuada para el andlisis de HPV (negativa para la amplificacion de B-globina) o
porque la informacion provista en el cuestionario era incompleta. Por lo tanto, el grupo para el
estudio de prevalencia estuvo constituido por 115 mujeres en total (Figura 16).

Luego de la primera visita, 68 mujeres (edad media: 29 afios, rango etario: 14-50 afios) aceptaron
participar en un estudio de longitudinal durante un periodo promedio de 24 meses (rango: 6-52
meses) a fin de analizar la persistencia de la infeccion por HPV. De acuerdo con el protocolo de
atencion de los pacientes del Servicio de Ginecologia del HEEP, tanto las mujeres con Pap alterados

como las mujeres HIV positivas son citadas cada 6 meses hasta que el ginec6logo decida extender
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este tiempo. Sin embargo, las visitas ginecoldgicas no fueron regulares en el lapso de tiempo
estipulado para el estudio. De esta manera, el 34% (23/68) de las pacientes realizaron 2 visitas, el
26% (18/68) concurrieron 3 veces al control de rutina, el 21% (14/68) realizaron 4 visitas, el 8%
(7/68) concurrieron 5 veces, mientras que solo el 6% (4/68) y el 3% (2/68) de las mujeres realizaron
6 y 7 visitas respectivamente. Por lo tanto, se recolectaron y analizaron en total 229 muestras
secuenciales de cepillado cervical de 68 mujeres: 23 mujeres (edad media: 31 afios; rango etario:
19-50 afios) recibieron tratamiento quirurgico (remocion de la lesion) y 45 mujeres (edad media: 27
afios; rango etario: 14-49 afios) recibieron tratamiento expectante (observacion de la evolucion de la
lesion) (Figura 16).

Figura 16: Disefio experimental para el analisis de prevalencia y persistencia de HPV en mujeres no

vacunadas con diagnostico de patologia cervical

< Cepillado cervical

« PAP (citologia)

« Colposcopiacon o
sin biopsia

+ Cuestionario
completo

* B-globina humana

(idoneidad)

Pacientes con patologia cervical
N=126

suficientes o muestras
no idéneas

Pacientes con patologia cervical
N=115

[ 47 mujeres declinaron ]

|

| 11 mujeres sin datos J

+ L1HPVPCR (HPV)
+ CUT (HPV)

‘ Pacientes que completaron el ’

Visitas cada 6 protocolo
meses entre los N=68
afios 2005-2010 J
Pacientes con tratamiento Pacientes con tratamiento
expectante quirdrgico
N=45 N=23

‘_‘

+ L1HPVPCR (HPV)
« CUT (HPV)

4. 1.2.2. Prevalencia de la infeccion por HPV y distribucion de tipos en mujeres no vacunadas
con diagndstico de patologia cervical

4, 1.2.2.1. Analisis de los resultados obtenidos con el sistema de cebadores CUT y el ensayo
L1HPVPCR version 16.4.1

Con el objetivo de conocer la epidemiologia de HPV en este grupo de mujeres, la presencia de HPV

y los tipos involucrados en la infeccion se determind en las 115 mujeres con los sistemas
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L1HPVPCR version 16.4.1 y CUT (ver Figura 16). Los resultados de dicho analisis (Tabla 8)
muestran que un 85% (98/115) de las mujeres estaban infectadas con HPV.

El 43% (50/115) de las pacientes resultd positiva con ambos sistemas mientras que el 15% (17/115)
fue HPV-negativa. Por lo tanto, la concordancia general entre ambas estrategias de tamizaje fue de
58% (67/115) (Tabla 8).

El 25% (29/115) fue HPV-positiva sélo con el sistema LIHPVPCR mientras que el 16% (19/115)
solo con el sistema CUT. El sistema de amplificacion LIHPVPCR logré identificar la presencia de
HPV con mayor frecuencia que el sistema CUT (69% vs 60%).

Tabla 8: Presencia de HPV en cérvix de 115 mujeres con diagnostico de patologia cervical determinada con
los sistemas LIHPVPCR 16.4.1y CUT.

L1HPVPCR+ L1HPVPCR- Total

CUT+ 50 19 69
CUT- 29 17 46
Total 79 36 115

La capacidad de cada estrategia de tamizaje para detectar tipos de HPV de diferentes especies se
resume en la Tabla 9. En total ambos ensayos detectaron 175 secuencias virales correspondientes a
33 tipos de HPV. Entre ellos, la gran mayoria de los tipos encontrados pertenecian al género Alfa
PV, con 17 tipos AR (especies 5, 6, 7y 9) y 15 tipos BR (especies 2, 3, 8 y 10). Ademas, se detectod
un tipo putativo del género Gama PV.

Los tipos mas prevalentes en esta poblacion identificados con ambos sistemas fueron HPV16
(43/175; 25%) y HPV31 (22/175; 13%). Con el sistema CUT se identificd una mayor variedad de
especies ya que la estrategia de tipificacion se basa en el secuenciamiento de los productos
amplificados. En efecto fue posible identificar tipos mucosos de especies no incluidas en el ensayo
L1HPVPCR y un tipo potencial de HPV: el GC12 03 de la especie Gama 10. Estos resultados
demuestran que el uso de 2 métodos de tamizaje con diferentes especificidades es la mejor

estrategia para conocer la epidemiologia de HPV en cérvix.
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Tabla 9: Tipos de HPV identificados con los sistemas LIHPVPCR y CUT en cérvix de mujeres con

diagnostico de patologia cervical

Especies L1IHPVPCR

HPV 16.4.1 CUT Ambos

HPV/26
HPV51
HPV30
HPV53
HPV56
HPV66
HPV18
HPV39
HPV45 Alfa 7
HPV59
HPV68
HPV16 37
HPV31 22
HPV33 12
HPV35 Alfa 9 4
HPV52 3
HPV58 5
HPV10 0
HPV78 0
HPV61 0
HPV62 0
HPV81 0
HPV83 Alfa 3 0
HPV86 0

0
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* Tipos de HPV detectados por el ensayo LIHPVPCR se muestran en negrita.
** El mismo tipo de HPV fue encontrado en la misma muestra por ambos ensayos.
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4.1.2.2.2. Anélisis de los indicadores de la poblacién en estudio en relacién a la infecciéon por
HPV.
Sucesivamente se exploro la prevalencia de HPV en esta poblacion utilizando las dos estrategias de

deteccion de HPV (L1HPVPCR16.4.1 y CUT) de manera conjunta. Por lo tanto todos los resultados
mostrados a continuacion, tanto de prevalencia general de HPV como de tipos especificos,

corresponden a los encontrados con ambos sistemas. En la Tabla 10 se resumen los indicadores
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demograficos, de conducta sexual, clinicos y los co-factores relacionados con el desarrollo de
cancer cervical, respecto a la infeccion de HPV.

Como se menciond anteriormente (Tabla 8), la mayoria de las mujeres incluidas en la poblacion en
estudio (85%) estaban infectadas con HPV. La mayor frecuencia de infeccion por HPV se encontrd
en las mujeres de 14-19 afios (91,7%) y de 20-24 afios (92,3%), y la menor fue en la categoria de
40-53 afos (72,2%). De hecho, la frecuencia de infeccién disminuy6é a medida que las categorias
etarias iban aumentando, siendo estas diferencias, estadisticamente significativas (p = 0,034).

En relacion a los indicadores de conducta sexual (Tabla 10), la edad de inicio de relaciones sexuales
no estuvo asociada a la infeccion por HPV (p=0,869), encontrandose una prevalencia de infeccion
por HPV similar en ambas categorias etarias.

Curiosamente, la mayor prevalencia de HPV se encontro en las mujeres que manifestaron usar
métodos de barrera (preservativo) como el método anticonceptivo mas usado (91,3%). Estas
frecuencias no resultaron ser estadisticamente significativas respecto las demas categorias de
métodos anticopceptivos analizados (p=0,716). Mas aln, las mujeres que declararon tener sexo con
contacto de mucosas mas allad del método anticonceptivo utilizado tuvieron menor frecuencia de
infeccion que aquellas que declararon usar preservativo (83,7% vs 91,3%), aunque esta diferencia
no fue estadisticamente significativa (p=0,358).

En relacion a los co-factores analizados, se observd una proporcién similar de infeccién por HPV
tanto en mujeres que reportaron antecedentes de ITS como en las que no la hicieron (83,3% y
85,6%, p=0,729). Esta misma tendencia se observd cuando se compararon las frecuencias de
infeccion por HPV en las mujeres que estaban o no infectadas con HIV-1 (85,7% y 86,1%,
p=0,966). Otro de los co-factores analizados fue el habito de fumar, determinandose que las mujeres
fumadoras tuvieron una mayor frecuencia de infeccion por HPV que las que declararon no fumar
(87% vs 83,6%), aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,605).

El nimero de partos fue otra de las variables incluidas en el estudio. Interesantemente, las mujeres
que no tuvieron ningun parto fueron las que presentaron mayor frecuencia de infeccion (92,7%)
mientras que las que tuvieron de 3 a 4 partos fueron las de menor prevalencia (76,2%). Estas

diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas (p=0,096).
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Tabla 10: Prevalencia de HPV segun caracteristicas demogréaficas, de conducta sexual y co-factores.

Tamafio muestra Prevalencia % [IC 95%] p
Total (14-53 afios) 115 85 [77,5-90,7]
Edad, afios
14-19 24 91,7 [73,0-98,0]
20-24 26 92,3 [75,1-100]
25-29 24 87,5 [68,2-96,5] 0,034
30-39 23 78,3 [57,7-90,8]
40-53 18 72,2 [48,8-87,9]
Edad Inicio de rel. Sexuales, afios
<16 63 85,7 [75,0-92,5]
0,869
>16 52 84,6 [72,2-92,3]
N° de Partos
NINGUNO 41 92,7 [79,9-98,2]
la2 43 83,7 [69,7-92,2] 0.096
3a4 21 76,2 [54,5-89,8] '
>5 10 80,0 [47,9-95,4]
MAC mas usado
NINGUNO 10 90,0 [57,4-100]
BARRERA 23 91,3 [72,0-99,0] 0716
HORMONAL 67 83,6 [72,3-90,1] '
OTROS 15 80,0 [54,1-93,8]
Sexo con Contacto de mucosas
NO! 23 91,3 [72,0-98,7]
Si 92 83,7 [74,8-90,0] 0,358
Tabaco
NO 61 83,6 [72,3-91,0]
SI 54 87,0 [75,3-93,9] 0,605
Infeccion por HIV-1
NO 101 86,1 [77,9-91,7] 0.966
SI 14 85,7 [58,8-97,4] '
Antecedentes de ITS
NO 97 85,6 [77,1-91,3]
SI 18 83,3 [60,0-95,0] 0,729
Citologia
NEGATIVO 11 63,6 [35,2-85,0]
ASCUS 19 73,7 [50,9-88,6] 0.047
L-SIL 53 90,6 [79,3-96,3] '
H-SIL 32 90,6 [75,0-97,5]

MAC: Método Anticonceptivo; OTROS MAC: Coito Interruptus, Dispositivo intrauterino; ITS: infecciones de transmision sexual
! Se incluyeron s6lo mujeres que utilizaron preservativos como método anticonceptivo.

Respecto a las variables clinicas, la Gnica que se explor6 fue la citologia. En general, la prevalencia
de HPV aument6 con el incremento de la severidad de la lesion. La mayor frecuencia de infeccion
por HPV se observo en las mujeres con diagnéstico H-SIL y L-SIL, donde practicamente todas las
mujeres estaban infectadas (90,6% en ambas categorias citolégicas), y la menor frecuencia de
infeccion se observd en mujeres con citologia normal (63,6%). Los analisis estadisticos

determinaron que estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,047).
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4.1.2.2.3. Distribucion general de genotipos de HPV y de acuerdo a la citologia/histologia.

La distribucion de genotipos de HPV de acuerdo a la citologia y a la histologia de este grupo de
mujeres se muestra en la Tabla 11. En general, los tipos AR predominaron en todas las categorias
cito-histoldgicas, y teniendo en cuenta de que esta poblacion de mujeres tenia o tuvo diagndstico de
patologia cervical, este resultado fue el esperado. Por otro lado, los tipos BR se encontraron en
todas las categorias cito-histoldgicas, siendo mas frecuentes en las mujeres con citologia L-SIL.

Las mujeres con citologia negativa (Pap negativo) presentaron mayormente tipos AR. Esto podria
explicarse debido a que estas pacientes tuvieron antecedentes de patologia cervical. Sin embargo,
otros estudios también reportaron altas tasas de infeccion con tipos AR en mujeres con citologia
normal con o sin antecedentes de patologia cervical [99,185].

En cuanto a las mujeres con citologia ASC-US, se identificaron mayormente tipos AR, en su
mayoria de los mas carcinogénicos. Es necesario considerar que la categoria citolégica ASC-US
incluye anormalidades en las células escamosas de significado indeterminado que pueden deberse a
una amplia variedad de causas. En esta poblacién, el GC12_03 fue identificado en esta categoria
citoldgica; sin embargo las implicancias clinicas de la infeccion con este tipo potencial del género
Gama-PV deben ser definidas. Los demas tipos fueron similares a los detectados en mujeres con
citologia normal.

En cuanto a los tipos de HPV identificados en cada una de las categorias cito-histologicas pudimos
determinar que el HPV16 fue el mas prevalente en todas ellas. De hecho, y siguiendo la linea de los
resultados hasta aqui expuestos, este tipo se identifico en el 50% de las mujeres con citologia H-SIL
y en el 27,3% de las mujeres con citologia normal. El segundo tipo mas prevalente fue el HPV31 en
las categorias ASC-US (21,2%), L-SIL (22,6%) y H-SIL (15,6%), mientras que el HPV33 fue el
tipo més frecuente en la categoria Negativo (27,3%).

En relacion a los tipos BR, la frecuencia fue mas baja en esta poblacion en estudio (28,7%) respecto
a los AR (77,4%), siendo el HPV®6 el tipo mas prevalente (7,8%) y en particular, en las mujeres con
citologia ASC-US (10,5%), L-SIL (9,4%) y H-SIL (6,3%). El segundo en frecuencia fue el HPV43
(5,2%), en particular en las mujeres con citologia L-SIL (7,5%). En las mujeres con citologia
negativa la prevalencia de infeccién con tipos BR fue baja (18,2%), siendo HPV61 y HPV89 los

Unicos dos tipos identificados en esta categoria citologica.
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Tabla 11: Distribucion de genotipos de HPV en 115 mujeres con patologia cervical respecto a la

citologia/histologia

Todas, n (%) Negativo, n (%) = ASC-US, n (%) L-SIL, n (%) H-SIL, n (%)
N° Mujeres 115 (100) 11 (9,6) 19 (16,5) 53 (46,1) 32 (27,8)
HPV+ 98 (85,2) 7 (63,6) 14 (73,7) 48 (90,6) 29 (90,6)
HPV+ AR 89 (77,4) 7 (63,6) 13 (68,4) 42 (79,2) 27 (84,4)
HPV+ BR 33(28,7) 2 (18,2) 5 (26,3) 18 (34,0) 8 (25,0)
Tipos Vacunales* 55 (47,8) 3(27,3) 8 (42,1) 27 (50,9) 17 (53,1)
Tipos mas
carcinogénicos** 70 (60,9) 7 (63,6) 11 (57,9) 31 (58,5) 21 (65,6)
Infecciones
maltiples 45 (39,1) 3(27,3) 8 (42,1) 23 (43,4) 11 (34,4)
Tipos AR
HPV16 43 (37,4) 3(27,3) 6 (31,6) 18 (34,0) 16 (50,0)
HPV18 8 (7) 0(0,0) 1(53) 5(9,4) 2(6,3)
HPV26 2(1,7) 0(0,0) 0 (0,0 1(1,9) 1(3,1)
HPV30 3(2,6) 0(0,0) 1(5,3) 0 (0,0) 2(6,3)
HPV31 22 (19,1) 1(9,1) 4 (21,2) 12 (22,6) 5 (15,6)
HPV33 13 (11,3) 3(27,3) 2 (10,5) 6 (11,3) 2(6,3)
HPV35 4 (3,5) 0(0,0) 0 (0,0 2(3,8) 2(6,3)
HPV39 1(0,9) 0(0,0) 0 (0,0 1(1,9) 0(0,0)
HPV45 4 (3,5) 0 (0,0 0 (0,0 3(5,7) 1(3,1)
HPV51 5 (4,3) 0(0,0) 1(5,3) 3(5,7) 1(3,1)
HPV52 6(5,2) 1(9,1) 3(15,8) 0(0,0) 2(6,3)
HPV53 2(1,7) 0(0,0) 1(53) 1(1,9) 0 (0,0
HPV56 7(6,1) 0(0,0) 1(53) 3(5,7) 3(9,4)
HPV58 6 (5,2) 0 (0,0 1(5,3) 3(5,7) 2(6,3)
HPV59 4 (3,5) 0(0,0) 0(0,0) 3(5,7) 1(3,1)
HPV66 4 (3,5) 0(0,0) 0 (0,0) 4 (7,5) 0(0,0)
HPV68 1(0,9) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,9) 0(0,0)
Tipos BR
HPV6 9(7,8) 0(0,0) 2 (10,5) 5(9,4) 2(6,3)
HPV11 5 (4,3) 0(0,0) 1(5,3) 3(5,7) 1(3,1)
HPV43 6 (5,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (7,5) 2(6,3)
HPV61 1(0,9) 1(9,1) 0 (0,0 0(0,0) 0 (0,0
HPV62 1(0,9) 0(0,0) 0 (0,0 1(1,9) 0(0,0)
HPV74 2 (1,7) 0 (0,0) 0(0,0) 1(1,9) 1(3,1)
HPV78 1(0,9) 0(0,0) 1(53) 0(0,0) 0(0,0)
HPV81 1(0,9) 0 (0,0 0 (0,0 1(1,9) 0 (0,0
HPV83 1(0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,9) 0 (0,0)
HPV86 1(0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,9) 0(0,0)
HPV87 3(2,6) 0 (0,0 1(53) 1(1,9) 1(3,1)
HPV89 3(2,6) 1(9,1) 1(53) 1(1,9) 0(0,0)
HPV91 1(0,9) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1(3,1)
Gama PV 1(0,9) 0 (0,0) 1(5,3) 0 (0,0 0(0,0)

* Tipos incluidos en la vacuna tetravalente: HPV6, HPV11, HPV16, HPV18.
** Tipos mas carcinogénicos: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV45. Son los 5 tipos més frecuentemente encontrados
en biopsias de cancer cervical a nivel mundial [63].

Las infecciones multiples se identificaron méas frecuentemente en las categorias ASC-US (42,1%) y
L-SIL (43,4%) y con menor frecuencia en mujeres con citologia normal (27,3%) o H-SIL (34,4%).
En general pudimos determinar que la poblacion en estudio presenté una mayor infeccién con tipos

de AR oncogénico (77,4%), sobre todo con los 5 tipos de HPV de mayor riesgo oncogénico
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(HPV16, 18, 31, 33 y 45). Esto pone de manifiesto la necesidad y la importancia de investigar la
prevalencia pre-vacunal tipo-especifica en mujeres con diagndstico de patologia cervical para
evaluar qué vacunas serian mas efectivas en cada regidn para la prevencion de estas patologias. En
ese sentido, los resultados de esta seccion sientan las bases para la vigilancia epidemioldgica de
HPV post-vacunacién en mujeres del sur de la provincia de Santa Fe a fin de determinar un

eventual “reemplazo de tipos” en el futuro.

4.1.2.3. Andlisis de la evolucion viroldgica y clinica en mujeres no vacunadas con diagnostico
de patologia cervical.

La aplicacion masiva de la vacuna busca que disminuyan o idealmente se eliminen en el futuro las
cepas mas prevalentes en carcinomas de cuello de uUtero incluidas en la formulacion vacunal
(HPV16 y HPV18), y algunos tipos relacionados filogenéticamente (HPV31, HPV33, HPV45
y HPV51) [186]. Si bien actualmente no hay indicios suficientes sobre el reemplazo de tipos, el
consenso internacional recomienda la realizacion de estudios en poblaciones no vacunadas y
vacunadas para observar la historia natural de las infecciones por HPV a fin de poder evaluar la
factibilidad de estos fendmenos [93]. En base a esto se realiz6 un estudio longitudinal de tipo
descriptivo en las mujeres con diagnoéstico de patologia cervical que dieron su consentimiento para
ser estudiadas durante el seguimiento, como mencionado en la seccién 4.1.2.1 y de acuerdo al
esquema experimental esquematizado en la Figura 16.

De acuerdo al protocolo de asistencia aplicado por el servicio de Ginecologia del HEEP, a las
pacientes se les administran dos esquemas de tratamiento en base al diagnoéstico cito-histolégico de
la muestra de ingreso al protocolo:

i) A las mujeres con lesiones de bajo grado (L-SIL/CIN 1) se les administra el denominado
“tratamiento expecCtante” que consiste en el seguimiento cada 6 meses durante un periodo de 2 afios.
Durante el seguimiento se evalta la evolucién de las lesiones mediante colposcopia, citologia y
eventualmente histologia. Si luego de 2 afios con seguimiento semestral se observa regresion
citologica (Pap negativo), o se obtienen al menos 3 citologias negativas en un periodo mayor, se las
considera de alta en cuanto a patologia cervical.

ii) A las mujeres con lesiones de alto grado (H-SIL/CIN I1I-111) se les administra un “tratamiento
quirargico”, que consiste en la remocion de la lesidon mediante conizacion cervical y re-evaluacion
histolégica. Luego se aplica el mismo esquema de seguimiento que a las pacientes con lesiones de
bajo grado.

Tal como detallado previamente (Seccién 4.1.2.1), 68 de las 115 mujeres reclutadas aceptaron

participar en el estudio longitudinal. De acuerdo al protocolo de asistencia antes mencionado
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(Figura 16), 23 recibieron tratamiento quirdrgico y 45 tratamiento expectante durante un periodo
promedio de 24 meses. En cada visita las pacientes recibieron un examen ginecolégico completo
con toma de muestra de cepillado cervical para el examen citoldgico (Pap). Esa misma muestra fue
posteriormente procesada (Seccion 3.1.3.1) para ser analizada con los sistemas L1HPVPCR 16.4.1
y CUT a fin de determinar la presencia y tipos de HPV en muestras secuenciales de este grupo de
mujeres durante el periodo de seguimiento. En todos los casos, el diagndstico y tipificacion viral se
realiz6 en forma combinada con los resultados arrojados por ambos sistemas, como descripto
previamente (Seccion 4.1.2).

4.1.2.3.1 Analisis de la evolucién de la infecciébn por HPV segun el tipo de tratamiento:

Expectante Vs. Quirurgico.

La evolucion de la infeccion por HPV fue clasificada en cuatro categorias de acuerdo a un criterio

previamente reportado [72]:

o Persistencia: si el tipo de HPV detectado al ingreso era identificado mas de dos veces en
diferentes muestras secuenciales durante el estudio;

e Regresion: si al final del seguimiento la muestra resultaba negativa para HPV;

¢ Reinfeccion, si se identificaban tipos de HPV diferentes en las muestras a lo largo del
tratamiento respecto al tipo detectado en la muestra de ingreso al estudio;

o Negativo, si las muestras resultaban HPV-negativas a lo largo del periodo de estudio.

En la Tabla 12 se muestra la evolucion de la infeccion por HPV en esta poblacién en relacion al tipo

de tratamiento recibido y de acuerdo a la categoria citoldgica de la muestra de ingreso al estudio. En

total, 35% (24/68) de las pacientes eliminaron la infeccion por HPV al final del seguimiento

(regresion), 31% (21/68) de ellas se identificaron diferentes tipos de HPV en las sucesivas muestras

a lo largo del estudio respecto a los hallados en la muestra de ingreso (reinfeccién) y 31% (21/68)

no logro eliminar la infeccidn inicial, detectandose el/los mismo/s tipo/s de HPV al final del estudio

(persistencia). Por otro lado solo 2 mujeres tuvieron todas sus muestras negativas para ADN de

HPV (negativo) (Tabla 12).
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Tabla 12: Evolucidn de la infeccidén por HPV en mujeres con patologia cervical: Tratamiento Expectante vs

Tratamiento Quirdrgico

Tipo de Citologia
tratamiento dei 9 Evolucion de la infeccién por HPV, n
. e ingreso
(edad media)
Tipos
. . . i . . persistentes*
Negativo  Regresion  Reinfeccion Persistencia (Especie Alfa-
PV)
Negativo 8 0 3 3 2 HPV16, 33 (0-9)
Expectante
(27 afios) ASC-US 7 1 2 2 2 HPV16, 58 (0-9)
HPV56, 66 (a-6)
HPV18, 45, 59
L-SIL 30 1 8 8 13 (0-7)
HPV16, 31, 33,
58 (a-9)
Subtotal n (%) 45
Expectante (100) 2(4) 13 (29) 13 (29) 17 (38)
Quirdrgicon 23 ggg g;g))
(0/(1) H-SIL (100) 0 (0) 11 (48) 8 (35) 4 (17) HPV16, 31, 33,
(31 afios) 58 (0-9)
Total n (%) (16080) 2(3)  24(35) 21 (31) 21 (31)

* Los HPV BR se muestran en negrita. a: Alfa

Por otro lado, alrededor de un tercio de las mujeres que recibieron tratamiento expectante (13/45,
29%), logro eliminar el virus al final del seguimiento (regresién), siendo HPV negativas con ambos
sistemas de deteccion en la Gltima muestra secuencial recolectada cuando se finaliz6 o abandono el
seguimiento. En otro tercio (13/45, 29%) se identificaron tipos de HPV en las muestras secuenciales
diferentes al identificado en la primera toma (reinfeccion). Por dltimo, en el 38% (17/45) de las
mujeres analizadas se identificaron los mismos tipos de HPV en al menos dos de las muestras
analizadas a lo largo del periodo estudiado (persistencia). La mayor frecuencia de infecciones
persistentes se observd en las mujeres que tenian citologia L-SIL al principio de tratamiento
expectante (13/30, 43%). Por otro lado, el 27% (8/30) de estas pacientes logré eliminar la infeccion
al final de periodo estudiado (regresién), observandose la misma proporcién de mujeres en donde se
pudo identificar otro/s tipo/s de HPV (reinfeccion). En cuanto a las demas categorias citoldgicas

(AS-CUS y Negativo al inicio de tratamiento expectante), se observo que hubo una proporcion
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similar de mujeres que logré eliminar la infeccion (regresion), que no pudo hacerlo (persistencia) y
que se re infectaron con otro/s tipo/s de HPV a lo largo del periodo de seguimiento.

Todos los tipos de HPV involucrados en infecciones persistentes en al menos dos muestras y al final
del tratamiento expectante fueron tipos AR, agrupados en las especies que incluyen a los tipos
mayormente asociados al desarrollo del céancer cervical (a-7 y a-9). Entre ellos, los que se
identificaron con mayor frecuencia fueron HPV16 (7/17) y HPV31 (5/17), dos de los 5 tipos AR
considerados como los méas carcinogénicos [63]. Ademas se identificaron tipos considerados como
posibles carcinogénicos (HPV66) y carcinogénicos (HPV56) agrupados en la especie Alfa 6.

En relacion a las mujeres que recibieron tratamiento quirurgico (Tabla 12), todas tenian citologia H-
SIL en la muestra de ingreso al protocolo. Alrededor de la mitad de las pacientes (11/23, 48%)
elimind la infeccion al final del tratamiento (regresion), en el 35% (8/23) se detectaron tipos de
HPV diferentes a los de la muestra de ingreso (reinfeccion) y en el 17% (4/23) se detectaron el/los
mismo/s tipo/s de HPV al final del tratamiento (persistencia). El tipo que se identific6 con mayor
frecuencia fue el HPV16 (3/4), los demas tipos identificados corresponden a muestras de una
paciente con infecciones multiples. Todos los tipos detectados en infecciones persistentes de este
grupo, excepto el HPV62, fueron tipos AR.

4.1.2.3.2 Analisis de la evolucion clinica de 68 mujeres con patologia cervical

Para analizar la evolucion clinica de las pacientes incluidas en el estudio longitudinal se
establecieron las siguientes categorias en base a los resultados obtenidos en la citologia al inicio y al
final del periodo estudiado:

e NILM, negativo para lesion intraepitelial o malignidad, incluidas en el protocolo porque
tenian antecedentes de patologia cervical aunque al momento del ingreso ya presentaban
citologia negativa;

e Persistencia, cuando la paciente presentaba la misma categoria citolégica (lesion) al
principio y al final del seguimiento;

e Regresion, la categoria citoldgica establecida al final del seguimiento fue de menor grado a
la del inicio del seguimiento;

e Progresion, la categoria citologica establecida al final del seguimiento fue H-SIL.

El andlisis de la evolucion clinica de la poblacion en estudio se realizé por separado en la cohorte de
mujeres que recibid tratamiento expectante o quirargico debido a que las citologias de ingreso y el

criterio del gineco6logo para realizar una u otra préctica fueron diferentes.
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4.1.2.3.2.1 Andlisis de la evolucidn clinica (citologia) en relacion a la evolucién de la infeccién
por HPV en las mujeres recibieron Tratamiento Expectante.

Como se observa en la Tabla 13, la mayoria de las mujeres que recibieron tratamiento expectante
tuvieron citologia negativa (regresién o NILM) al final del periodo de seguimiento (32/45, 71%).
Ademas 25% (11/45) de estas pacientes no sufrié lesiones mas severas al finalizar el estudio de las
que se determinaron al inicio del tratamiento (persistencia). Es decir que el 96% (43/45) de las
mujeres que recibieron tratamiento expectante tuvo una evolucion clinica favorable al finalizar el
tratamiento respecto a la citologia inicial. S6lo 4% (2/45) de las mujeres incluidas en este grupo
tuvieron una evolucion clinica desfavorable (progresion), con el desarrollo de lesiones de alto grado
(H-SIL) al final del periodo estudiado.

Tabla 13: Evolucion clinica Vs Evolucion viroldgica en mujeres con Tratamiento Expectante

Evolucién Clinica Total

NILM Persistencia Regresion Progresion n (%)

Infecciéon por HPV* 0

Negativo 0 1 0 2 (%)
Regresion 2 4 0 13 (29)
Reinfeccion 1 1 10 1 13 (29)
Persistencia (tipos AR) 1 5 10 1 17 (38)
Total n (%) 4(9) 11 (25) 28 (62) 2(4) 45 (100)

*La evolucién de la infeccién se categorizé de acuerdo al criterio definido en la seccién 4.1.2.3.2

La historia natural de la infeccion por HPV predice que alrededor de un 70-90% de las pacientes
infectadas eliminaran el virus (DNA de HPV negativo) dentro de los 12 a 24 meses de contraida la
infeccion y solo una pequefia proporcién progresara a lesiones de alto grado y/o cancer. [71,83]. En
este estudio la evolucidn natural de infeccién se determind en el grupo de mujeres que recibieron
tratamiento expectante en donde se observé un mayor porcentaje de mujeres que logré una
evolucién clinica favorable (regresion) respecto a las que progresaron a lesiones cervicales de
mayor grado (progresion) (62% vs 4%), coincidiendo con los datos aportados por otros estudios.

Debido a que diversos estudios relacionan la persistencia de la infeccién por algun tipo HPV AR
con el desarrollo de lesiones de alto grado [187,188], resultd interesante establecer una posible
relacidn entre la evolucidn clinica y la evolucién de la infeccién por HPV. Como se muestra en la
Tabla 13, entre las 28 mujeres que tuvieron evolucion clinica favorable (regresion clinica) hubo 10
con infecciones persistentes (persistencia tipos AR), y 10 que se reinfectaron con algun otro/s tipo/s
de HPV (reinfeccion). Finalmente, en 7 mujeres hubo concordancia entre una evolucién clinica

favorable (regresion clinica) y la eliminacion de la infeccion por HPV (regresion viroldgica). Es
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decir que, a pesar de la condicién de la infeccion, la mayoria de las mujeres de este grupo logré

evolucionar favorablemente a citologias negativas.

4.1.2.3.2.2 Analisis de la evolucion clinica (citologia) en relacién a la evolucion de la infeccion
por HPV en las mujeres recibieron Tratamiento Quirurgico.

En el grupo de mujeres que recibieron tratamiento quirdrgico, todas con citologia H-SIL al ingreso
al estudio (Tabla 12), se realiz6 un analisis similar al realizado en la seccion anterior. Como se
muestra en la Tabla 14, el 100% de las mujeres tuvo una evolucion clinica favorable con regresion
en la categoria citologica al final del seguimiento (regresion). La gran mayoria de ellas (21/23,
91%) tuvo citologia negativa, mientras que 2 de las pacientes tuvieron citologia L-SIL al final del
seguimiento. Por otro lado, no se observaron mujeres con persistencia citoldgica H-SIL o
progresion a cancer invasor.

En relacion a la evoluciédn de la infeccion por HPV, la mayoria de las mujeres fueron negativas para
ADN de HPV al final del tratamiento (11/23, 48%), en concordancia con la regresion clinica. Por
otro lado, tanto las mujeres con infeccién residual con el mismo tipo (persistencia) como aquéllas
gue se infectaron con nuevos tipos durante el seguimiento (reinfeccién) tuvieron una evolucion

clinica favorable (regresién).

Tabla 14: Evolucién clinica Vs Evolucidn virolégica en mujeres con Tratamiento Quirdrgico

Evoluciodn clinica Regresion
Infeccion por HPV* n (%)
Regresion 11 (48)
Reinfeccion 8 (35)
Persistencia (tipos AR) 4 (17)
Total (%) 23 (100)

*La evolucion de la infeccion se categorizé de acuerdo al criterio definido en la seccién 4.1.2.3.2

En general, la mayoria de las pacientes incluidas en el estudio longitudinal, tanto las que recibieron
tratamiento expectante como las que recibieron tratamiento quirdrgico, lograron evolucionar
clinicamente de manera favorable (citologia negativa) a pesar de que los tipos identificados
persistentemente fueron de AR y que los dos mas persistentes fueron el HPV16 y el HPV31,
considerados como més carcinogénicos.

Particularmente, en el caso de las mujeres que recibieron tratamiento quirirgico observamos la

misma tendencia reportada por otros estudios, en donde la evolucion clinica favorable (citologia
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negativa) se observa en pacientes que han eliminado la infeccion por HPV [72,106,189]. Este
resultado confirma que la remocidn de la lesién en pacientes lesiones de alto grado es el tratamiento
adecuado y efectivo, a pesar de ser invasivo.

Los resultados presentados en este capitulo nos permiten establecer varios puntos importantes
acerca de la epidemiologia de la infeccién por tipos de HPV mucosos en cérvix de mujeres con
diagnostico de patologia cervical. En primer lugar, el andlisis de las muestras se realiz6 con dos
métodos de identificacion de HPV, uno de ellos (LIHPVPCR 16.4.1) es considerado como
competente por el WHO HPV LabNet, y el otro (CUT) ha demostrado tener alta eficiencia en
amplificar tipos de HPV de diferentes géneros, cubriendo de esta manera el mayor espectro posible
de tipos virales que puedan infectar a la poblacion.

Este tipo de analisis es el primero que se realiza en nuestra provincia, de esta manera los datos hasta
aqui expuestos aportan informacion importante para sentar las bases de los virus y factores
involucrados en las infecciones por HPV en mujeres no vacunadas con diagndéstico y/o antecedentes
de patologia cervical de la provincia de Santa Fe para evaluar a futuro el impacto de la vacuna en el
reemplazo de tipos oncogénicos.
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4.11. Consideraciones generales.

Como expuesto en la Seccién 1.3.5.1, la incidencia del CPNM ha aumentado globalmente en los
Gltimos afios como consecuencia del aumento del agujero de ozono [190]. Evidencias
experimentales sugieren que la accion combinada entre la UV y la inhibicion de los mecanismos
reparadores celulares por parte de algunos tipos de HPV podrian favorecer la generacion de un
fenotipo maligno [118,122,191]. Teniendo en cuenta que Argentina, por su ubicacion geogréfica, es
una de las zonas de alto riesgo de CPNM, nos propusimos avanzar en el conocimiento sobre las
caracteristicas de la infeccion por HPV en piel sana expuesta a la radiacion solar en individuos
inmunocompentes de nuestra region. De acuerdo a nuestra hipotesis, la informacion resultante
permitiria conocer los tipos de HPV que circulan y persisten en epitelios cutdneos cuando el

principal factor ambiental es la exposicion a la radiacion solar.

4.11.1. Descripcion de la poblacién y disefio experimental

Con el objetivo de identificar los HPV que circulan y persisten en piel sana expuesta al sol, se puso
en marcha un protocolo de reclutamiento de individuos inmunocompetentes sanos que trabajan en
laboratorios u oficinas administrativas del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario
(IBR-CONICET), de la Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farmacedticas (UNR) y de la Facultad
de Ciencias Médicas (UNR).

El estudio tuvo 1 afio de duracion, se realizé de acuerdo con los principios enunciados en la
Declaracion de Helsinki y sus enmiendas, y fue aprobado por los Comités de Etica de cada una de
las instituciones involucradas (Anexo I). Todos los individuos que participaron en el estudio dieron
su consentimiento escrito e informado y completaron un cuestionario sobre informacion
demogréfica, habitos de exposicion al sol y uso de protector solar (Anexo I).

Durante el periodo 2013-2014, se reclutaron 114 voluntarios que aceptaron participar en el estudio.
Para abordar los objetivos planteados, a cada voluntario se le tom6 una muestra no invasiva de piel
sana expuesta a la radiacion solar (hisopado embebido en NaCl de la frente) en 3 estaciones
climaticas diferentes (ver Seccion 3.1.2). Por lo tanto, en total se tomaron 3 muestras/voluntario
durante el curso del estudio. La primera muestra fue recolectada en primavera (octubre 2013), la
segunda en verano (marzo 2014) y la tercera en invierno (agosto 2014).

En la Figura 17 se representa graficamente el disefio experimental llevado a cabo para cumplir con
estos objetivos. Con el fin de comparar el desempefio de los dos sistemas de cebadores utilizados en
esta seccion (CUT y FAP) para identificar tipos de HPV en piel, se analizaron todas las muestras

recolectadas que resultaron idéneas durante el estudio. Por lo tanto, para abordar este objetivo se
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analizaron en total de 295 muestras (Figura 17): 102 muestras recolectadas en primavera, 94
muestras tomadas en verano y 99 tomadas en invierno.

Por otro lado, los estudios de prevalencia y persistencia de la infeccion por HPV en piel sana
expuesta a radiacion solar en 3 estaciones climaticas se realizaron en el grupo de 78 voluntarios que
completaron el protocolo (Figura 17), es decir, de los cuales se obtuvieron las 3 muestras previstas
en el estudio (total de muestras = 234) y que resultaron idoneas a la amplificacion (B-globina
positivas). Todas las muestras incluidas en los estudios de prevalencia y persistencia se analizaron
en forma combinada con los dos sistemas de cebadores (CUT y FAP), en las condiciones detalladas
en la Seccion 3.3.2.

Figura 17: Disefio experimental del estudio de prevalencia y persistencia de HPV en piel sana expuesta a la
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4.11.2. Comparacion del desempefio de los sistemas de cebadores CUT y FAP para la
identificacion de HPV en muestras de piel sana expuesta a la radiacion solar.

En primer lugar se analizaron todas las muestras idéneas obtenidas en el estudio (n = 295) a fin de
comparar las capacidades de los sistemas de cebadores CUT y FAP para identificar la infeccion por
HPV vy los tipos circulantes en epitelios cutaneos, de acuerdo al esquema experimental descripto en
la Figura 17.

Los resultados obtenidos (Tabla 15) indican una concordancia general entre ambos sistemas de
cebadores del 56% (164/295). Si bien la identificacion de secuencias de HPV fue mas frecuente con
los cebadores FAP que con los CUT (46% Vs. 10%, respectivamente), el mayor numero de
muestras HPV-positivas (165/295; 56%) se obtuvo cuando se consideraron los resultados de ambas

metodologias en forma conjunta.

Tabla 15: Presencia de HPV en epitelios cutaneos determinada con los sistemas de cebadores CUT y FAP.

CUT+ CUT- Total

n (%) n (%) n (%)
EA(‘(% 17(6)  118(40) 135 (46)
, ﬁ;,_) 13(4)  147(50) 160 (54)
rT (()cf/aol) 30 (10)  265(90) 295 (100)

Cuando se analizaron las secuencias obtenidas con cada uno de los sistemas de cebadores FAP y
CUT, se encontraron en total 82 tipos/tipos putativos diferentes de HPV: 55 se identificaron con los
cebadores FAP, 19 con los cebadores CUT y 8 con ambos pares de cebadores (Figura 18), en linea
con los resultados expresados en la Tabla 15, donde el sistema FAP identific6 mayor cantidad de
muestras HPV-positivas. Por otro lado, de los 82 tipos/tipos putativos de HPV identificados (Figura
18 y Tabla 16), 51/82 (62%) fueron tipos previamente caracterizados (se conoce todo su genoma) y
31/82 (38%) fueron tipos putativos (se conoce la secuencia de un fragmento del genoma
amplificado por PCR), de los cuales 28 fueron descriptos previamente (denominados tipos FA,
FAIMVS, KC, SE, GC, etc) y 3 fueron tipos putativos nuevos identificados por primera vez en este
trabajo (denominados “tipos EP”): EP01, EP04 y EPO5. En relacion a los tipos putativos nuevos, 1
fue identificado con los cebadores FAP (EP01) y 2 con los cebadores CUT (EP04 y EPO5).
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Figura 18: Tipos/tipos putativos identificados en cebadores CUT y FAP en 295 muestras de piel sana

expuesta a radiacion solar
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Por otro lado, los tipos de HPV identificados con cada sistema de cebadores (CUT y FAP)
coincidieron en apenas el 10% (8/82) de los tipos identificados (Figura 18). Ademas, sélo 4
tipos/tipos putativos fueron identificados simultaneamente en la misma muestra con ambos sistemas
(Figura 18). Estos resultados refuerzan la necesidad de utilizar los dos sistemas de amplificacion

con el fin de conocer exhaustivamente la epidemiologia de la infeccién por HPV en piel.

Tablal6: Tipos/tipos putativos de HPV identificados con los cebadores CUT y FAP.
Género  Especie Tipos/tipos Tipo mas FAP CuUT FAPy CUT Total

putativo de HPV relacionado (%)*
HPV3

0
HPV28 0
HPV78 0
HPV87 0
0
0
0

Alfa

HPV89
HPV?2
HPV40

HPV5 14
HPV8 3
HPV12 4
HPV14D 3
HPV19 11
HPV20 11
HPV21 10
HPV24 5
HPV25
HPV36
HPV47
HPV93
HPV98
HPV105
HPV124
FA25 HPV152 (81%)
HPVRTRX7
FA127 HPV152 (80%)

1° 10

Beta
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Género  Especie Tipos/tipos

putativo de HPV

Tipo méas FAP CUT
relacionado (%)*

FAPyCUT  Total

2 HPV9 1 0 1
2 HPV17 0 1 1
2 HPV22 1 0 1
2 HPV23 1 0 1
2 HPV37 5 0 5
2 HPV38b 2 0 2
2 HPV80 2 0 2
2 HPV107 4 0 4
2 HPV110 1 0 1
2 HPV111 6 0 6
2 HPV120 8 0 8
2 FA108 HPV/107 (86%) 5 0 5
2 FAll4 HPV15 (83%) 3 0 3
2 HPV174 2 1 1° 3
2 SE125 HPV159 (86%) 3 1 1° 3
2 GC17 HPV110 (81%) 1 0 1
2 FA116 HPV104 (84%) 1 0 1
3 HPV115 2 1 2° 3
3 HPV49 3 0 3
3 vs40-7 HPV49 (79%) 1 0 1
3 HPV75 3 0 3
5 FAIMVS16 HPV/96 (82%) 2 0 2
5 HPV96 3 0 3
5 HPV150 1 0 1
5 FA74 HPV150 (86%) 1 0 1
5 FA42 HP\/96 (86%) 1 0 1
1 EPO1* HPV173 (85%) 2 0 2
2 HPV48 0 1 1
3 HPV/50 4 2 2° 6
7 FA142 HPV134 (87%) 1 0 1
7 FAL75 HPV170 (77%) 1 0 1
7 HPV149 1 0 1
7 HPV134 1 0 1
8 FAIMVS9 HPV168 (73%) 0 3 3
8 HPV119 1 0 1
8 HPV147 1 0 1
8 FA15 HPV/147 (70%) 1 0 1
10 FAIMVS7 HPV121 (84%) 1 1 1° 2
10 EP05* HPV142 (85%) 0 1 1

Gama 11 FA24.2 HPV141 (76%) 0 2 2
12 FAL0 HPV132 (82%) 1 2 1° 1° 2
12 GCO08 HPV148 (79%) 0 1 1
12 KC96 HPV/165 (80%) 0 1 1
12 HPV148 1 0 1
12 FA97 HPV148 (84%) 2 0 2
13 HPV153 0 1 1
15 KC117 HPV/135 (78%) 1 0 1
19 HPV162 1 0 1
19 FA38 HPV162 (78%) 0 1 1
20 SE6 HPV163 (81%) 1 0 1
20 HPV163 1 0 1
21 HPV167 0 1 1
22 GC13 HPV/50 (70%) 0 1 1
22 GC16 HPVCH2 (82%) 2 0 2
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Género  Especie Tipos/tipos Tipo mas FAPy CUT Total
putativo de HPV relacionado (%)*

HPVFi864 (73%)
HPV197 (75%)
HPV197 (77%)

? Los tipos putativos de HPV se muestran con los tipos caracterizados que presentan mayor identidad nucleotidica. El
porcentaje de identidad nucleotidica correspondiente se indica entre paréntesis.

® E] mismo tipo de HPV fue encontrado en la misma muestra.

¢ El mismo tipo de HPV fue encontrado en muestras diferentes.

*Tipos putativos nuevos de HPV identificados por primera vez en este trabajo.

En total, se obtuvieron 209 secuencias a partir de las 295 muestras analizadas que correspondian a
82 tipos/tipos putativos de HPV: 174 secuencias se obtuvieron con los cebadores FAP, 38 con los
CUT y 11 con ambos pares de cebadores (Tabla 16). En relacion a la clasificacién taxondmica de
los distintos tipos/tipos putativos de HPV identificados en este estudio, 44 tipos pertenecian al
género Beta PV, 31 al Gama PV y 7 al género Alfa PV (Tabla 16). En relacion a la frecuencia de
deteccidn dentro de cada género, el tipo mas frecuentemente encontrado del género Alfa PV fue el
HPV2 (7 muestras clinicas), del género Beta PV fue el HPV5 (14 muestras clinicas) y dentro del
género Gama PV el tipo més frecuente fue el HPV50 (6 muestras clinicas). Entre los tipos putativos
conocidos, el FAIMVS9 (género Gama PV) fue el mas frecuentemente identificado (3 muestras
clinicas), y entre los tipos putativos nuevos, el EPO1 (género Gama PV) fue el mas frecuentemente
encontrado (2 muestras clinicas).

El desempefio de cada sistema de cebadores para detectar tipos/tipos putativos de distintos géneros
se muestra en la Tabla 17. A diferencia del sistema de cebadores FAP, el sistema CUT logr6
amplificar virus del género Alfa PV. Por su parte el sistema FAP fue mas eficiente que el sistema
CUT en amplificar virus de los géneros Beta PV y Gama PV (148 Vs. 5y 26 Vs. 19,
respectivamente). En relacion a los 8 tipos/tipos putativos detectados por ambos sistemas de
cebadores (Tabla 16, columna “FAP y CUT”), 4 pertenecian al género Beta PV (HPV21, SE125,
HPV115y HPV174) y 4 al Gama PV (HPV50, FAIMVS7, FA10 y KC62).

Tabla 17: Desempefio de los cebadores CUT y FAP para amplificar tipos de HPV de distintos géneros

Géneros Numero de Virus
CUT FAP
Alfa 14 0
Beta 5 148
Gama 19 26
Total 38 174
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La Figura 19 muestra el desempefio de cada sistema de cebadores para detectar virus/virus putativos
de diferentes géneros y especies dentro de la familia Papillomaviridae. Los cebadores FAP
amplificaron principalmente tipos/tipos putativos de distintas especies dentro del género Beta PV
(Beta 1, 2, 3 'y 5) mientras que los cebadores CUT amplificaron por igual principalmente aquéllos
pertenecientes a distintas especies de los géneros Gama PV (Gama 2, 3, 8, 10, 11, 12, 13, 19, 21, 22
y 24)y AlfaPV (Alfa 2, 3,4y 8).

Figura 19: Desempefio de los cebadores CUT y FAP para detectar tipos/tipos putativos de distintos géneros y
especies
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Por su parte, el sistema FAP también logré identificar virus del genero Gama PV (Gama 1, 3, 7, 8,
10, 12, 15, 19, 20, 22, 24) y el sistema CUT del género Beta PV (Beta 1, 2, 3). En total, el sistema
FAP amplifico tipos/tipos putativos de HPV distribuidos en 15 especies diferentes de los géneros
Beta (4 especies) y Gama PV (11 especies), mientras que el sistema CUT amplifico tipos/tipos
putativos de HPV distribuidos en 18 especies diferentes de los géneros Alfa (4 especies), Beta (3
especies) y Gama PV (11 especies). Por lo tanto, el uso combinado de los dos sistemas de cebadores
permitié identificar tipos pertenecientes a 4/6 especies conocidas de Beta PV, 4/13 especies
conocidas de Alfa PV y 15/27 especies conocidas de Gama PV.

Los resultados obtenidos hasta aqui confirman la extraordinaria diversidad de los HPV circulantes
en piel humana y que el uso combinado de ambos sistemas de cebadores constituye la mejor
estrategia para identificar estos virus. Por un lado, los tipos de HPV identificados con los cebadores

CUT complementan los no identificados por los cebadores FAP y viceversa. Ademas demostramos
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que los cebadores CUT tienen mayor capacidad que los cebadores FAP para identificar tipos de

HPV pertenecientes a diferentes especies y géneros.

4.11.2.1 Analisis filogenético de los tipos/tipos putativos identificados en este trabajo.
Como dicho anteriormente y como se observa en la Tabla 16, las secuencias obtenidas de todos los
fragmentos amplificados a partir de las muestras de piel fueron analizadas y comparadas con todas

las secuencias disponibles en el sitio http://blast.ncbi.nim.nih.gov. Aquellas secuencias que
presentaban identidades nucleotidicas mayores al 90% respecto a las secuencias contenidas en la
base de datos del GenBank fueron clasificadas como “Tipos previamente caracterizados” y por lo
tanto su clasificacion filogenética era conocida. En contraste, la clasificacion filogenética de los
tipos putativos nuevos que fueron identificados por primera vez en este trabajo (tipos EP) se
desconocia completamente.

Si bien la clasificacion actual de los PV esta basada en el ORF L1 (regién de aproximadamente
1.500 pb) [18], es posible realizar una aproximacién correcta utilizando fragmentos de
amplificacién, tales como los obtenidos con los cebadores CUT o FAP. Esta estrategia fue
propuesta previamente para los fragmentos generados con los cebadores FAP [192] vy
sucesivamente aplicada por nuestro laboratorio para las secuencias derivadas de los cebadores CUT
[17,138].

Para determinar las relaciones filogenéticas de los tipos EP con los tipos conocidos de HPV
pertenecientes a diferentes géneros y especies, se realizd un alineamiento basado en codones
utilizando el programa MEGA 6.0 [171]. Se utilizé ademas el programa jModel test [172] para la
identificacion del modelo de sustitucion nucleotidica (GTR+I1+G) y el paquete Beast 1.7.5 [173]
para la construccion de los arboles filogenéticos basados en inferencia bayesiana.

En la Figura 20 se muestra el arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias parciales de los
tipos putativos nuevos identificados en este trabajo, en relacién a 181 tipos de HPV previamente
caracterizados. Del total de tipos caracterizados, 174 han sido oficialmente reconocidos por el
Centro de Referencia Internacional de Papillomavirus Humanos (International Human

Papillomavirus Reference Center) y se encuentran disponibles en www.hpvcenter.se. Por otro lado,

los 7 tipos caracterizados restantes han sido identificados por metagendmica, no tienen designacién

oficial hasta el momento y estan disponibles en www.pave.org.
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Figura 20: Filogenia bayesiana de los 3 tipos putativos nuevos de HPV identificados en este trabajo respecto a

181 tipos conocidos de HPV.
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Los tipos/tipos putativos de HPV se indican de la siguiente forma: nombre del virus, letra correspondiente al
género (g: gama, Mu, Nu), el nimero de especie. Las ramas de los géneros Alfa y Beta PV estan colapsadas.
Las especies que agrupan los tipos putativos nuevos estan sombreadas en color. Los tipos putativos nuevos
estan resaltados en rojo. Se indican los valores de la probabilidad posterior en cada uno de los nodos.

Como puede observarse en el arbol filogenético (Figura 20), los valores de probabilidad posterior

fueron generalmente altos (>70) para todos los nodos. La distribucion en clusters de las secuencias

de los tipos conocidos de HPV se correlaciond con las obtenidas por otros autores [21,30]. Los 3
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tipos putativos nuevos identificados en este trabajo fueron clasificados filogenéticamente dentro del
género Gama PV (Figura 20). EPOl1, EP04 y EPO5 demostraron estar filogenéticamente
relacionados a distintas especies del género Gama PV (Tabla 18): EPO1 se agrup6 con la especie
Gama 1, compartiendo un 84,8% de identidad nucleotidica en el ORF L1 con el HPV173; EP04 que
se agrupa en la especie Gama 10 compartiendo un 83,8% de identidad nucleotidica con el HPV142;
EPO5 comparte un 74,1% de identidad nucleotidica con el HPV197, perteneciendo de esta manera a
la especie Gama 24 recientemente reconocida por el Centro Internacional de Referencia de
Papillomavirus Humanos, aunque esta especie ain no ha sido oficialmente designada por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses)
[16].

El hecho que los 3 tipos putativos nuevos identificados en este trabajo mostraron identidades
nucleotidicas > 70% en el ORF L1 con virus relacionados dentro del género Gama PV (Tabla 18)

indica que son nuevos miembros de las especies conocidas hasta el momento [16].

Tabla 18: Identidades nucleotidicas (%) de los tipos putativos nuevos con los HPV representativos dentro de

los 5 géneros de HPV.

. . % identidad nucleotidica en L1
Tipos HPV Especie HPV .

EPO1 EPO4 EP05

HPV173 Gama 1 84,8 65,7 64,5
HPV142 Gama 10 62,7 83,8 65,8
HPV197 Gama 24 60,7 62,1 74,1
HPV5 Beta 1 60,8 63,9 63,9
HPV16 Alfa9 58,6 59,0 61,1
HPV41 Nu 1 54,3 52,4 55,7
HPV1 Mu 1 57,0 58,6 58,6

4.11.3. Caracteristicas de la infeccion por HPV en piel sana expuesta a la radiacién solar de
individuos inmunocompetentes

En esta seccidn se analiza la prevalencia y la persistencia de infeccion por HPV en 234 muestras de
piel sana expuesta a radiacion solar de 78 voluntarios inmunocompetentes en 3 estaciones
climéticas sucesivas a lo largo de un afio (primavera, verano e invierno) (ver Figura 17). Este grupo
de individuos estuvo constituido por 55 mujeres y 23 hombres, con edad media de 39 afios (rango
etario: 23-63 afios).

La prevalencia de infeccion se analiz6 para cada una de las estaciones climéticas. La persistencia de
infeccion por HPV fue determinada como la presencia del mismo tipo de HPV en el mismo

individuo en al menos 2 de las 3 estaciones climaticas estudiadas. Una infeccion se consider6
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transitoria si al menos una de las muestras fue positiva para un tipo diferente de HPV y negativa
cuando las 3 muestras resultaron negativas para ADN de HPV.

Por dltimo, exploramos la posible asociacion de ciertos factores demogréaficos (edad, sexo) y de
comportamiento (hs. de exposicion solar/semana, uso de protector solar) de los voluntarios en

relacion al tipo de infeccion que presentaron durante el estudio (transitoria, persistente o negativa).

4.11.3.1 Analisis de la prevalencia de la infeccion por HPV en 3 estaciones climaticas

La prevalencia de la infeccion por HPV en piel se determind en cada estacion climatica del afio a
los 78 voluntarios utilizando los resultados arrojados por los sistemas de amplificacion FAP y CUT
en forma conjunta (ver seccion 4.11.1 y Figura 17). Como se muestra en la Tabla 19, la mayor
prevalencia de infecciébn por HPV se observd en la primavera (53.9%). Por otro lado, las
frecuencias de infeccion en las otras dos estaciones climaticas estudiadas fueron menores y
similares entre si, con prevalencias de 44.9% en verano y de 47.4% en invierno. Los analisis
estadisticos determinaron que estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p= 0,43),
sin embargo podemos observar una tendencia de mayor prevalencia de infeccion en primavera.
Teniendo en cuenta que la mayor radiacion UV en nuestro pais ocurre entre los meses de
Septiembre a Noviembre debido al paso del agujero de ozono [190,193], los resultados aqui
expuestos ponen de manifiesto la posible influencia de la exposicion solar sobre la mayor

frecuencia de infeccion por HPV observada en primavera en esta poblacion.

Tabla 19: Prevalencia de la infeccién por HPV y factores asociados en piel sana expuesta al sol de 78

individuos inmunocompetentes durante 3 estaciones de afio.

Infeccion por HPV

n (%) 42 (53.9) 35 (44.9) 37 (47.4)
Especie HPV mas prevalente Beta 1 Beta 1 Beta 1
Tipo(s) HPV mas prevalente :lf\\/lfg HPV19 HPV5
Especies de HPV identificadas (n) 17 10 10
Tipos/tipos putativos de HPV
identificados totales (n) = 2 e
. . o 24 29 24
Tipos putativos identificados, % (n/total) (12/48) (9/31) (8/34)
Tipos putativos nuevos EPO1 EPO5 EP04

Como muestran la Figura 21 y la Tabla 19, se lograron identificar diferentes tipos/tipos putativos y

especies de HPV en cada estacion climatica. En primavera se identifico el mayor nimero de tipos y
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de especies de HPV respecto al verano y al invierno. Ademas ciertas especies (Alfa 3, Alfa 8, Gama
1, Gama 12, Gama 13, Gama 19) se identificaron exclusivamente en primavera mientras que otras
(Gama 15, Gama 21 y Gama 24) se identificaron solamente en verano. Por otro lado, las especies
Alfa 4, Beta 1, Beta 2 y Beta 3 se identificaron en las 3 estaciones estudiadas (Figura 21). Al
analizar los tipos de HPV mas prevalentes en cada estacion climética en estudio, se determind que
HPV5 y HPV19 fueron los méas frecuentes en primavera (5/78), HPV19 en verano (4/78) y HPV5
(5/78) en invierno. Ambos tipos pertenecen a la especie Beta 1 que, ademas, fue la més prevalente
en los tres periodos (Tabla 19 y Figura 21). Por ultimo, el porcentaje de tipos putativos identificados
en muestras de piel sana en cada una de las 3 estaciones estudiadas fue similar, identificandose un

tipo putativo EP distinto en cada estacion climatica (Tabla 19).

Figura 21: Especies de HPV identificadas en piel sana expuesta a UV de 78 individuos sanos en 3 estaciones

del afio
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4.11.3.2 Analisis de la persistencia de la infeccién por HPV en piel sana expuesta a la radiacion
solar en 3 estaciones climaticas y de la posible asociacion con factores demogréficos y de
comportamiento.

Sucesivamente, analizamos el nivel de persistencia de la infeccion por HPV en los 78 voluntarios
durante las 3 estaciones climaticas. Se observd infeccion por HPV en al menos una de las muestras
en 79.5% (62/78) de ellos, mientras que el 20.5% de los voluntarios (16/78) fue HPV-negativo en

las 3 muestras analizadas. Entre los individuos infectados, la presencia de infeccion se detect6 en
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1/3 muestras en el 40.3% (25/62), en 2/3 muestras en el 35.5% (22/62) y en 3/3 muestras en el
24.2% (15/62).

En la Tabla 20 se detallan los tipos/tipos putativos identificados con ambos sistemas de cebadores
en las muestras incluidas en el estudio. Se identificaron en total 70 tipos/tipos putativos diferentes
pertenecientes a 21 especies distintas dentro de los géneros Alfa, Beta y Gama PV. La mayoria de
estas infecciones fueron transitorias, sin embargo nuestro interés se centré en aquellas que

persistieron.

Tabla 20: Tipos/tipos putativos de HPV identificados con los sistemas CUT y FAP

Primavera Verano Invierno
Género HPV Especie HPV Tipo/tipo Tipo/tipo Tipo/tipo
putativo HPV putativo HPV putativo HPV
2 ND

HPV3
HPV28 HPV28
HPV78
Alfa 3 HPV89 ND ND
8 HPV40 ND ND
4 HPV2 HPV2 HPV2
HPV5 HPV5
m\\g HPV3 HPV8
LPVA4D HPV19 HPV12
A HPV20 HPV19
Lov30 HPV21 HPV/20
) Loy HPV/24 HPV21
Lovos HPV25 HPV/24
i HPV/36 HPV25
o108 HPV93 HPV/36
L oy HPV124 HPV93
HPURT X FA25 HPV124
HPVRTRX7 HPVRTRX7
HPV9
HPV12
HPV17
HPV22 HPV12
Beta HPV37 HPV37
HPV/38b :;%8101 HPV38h
HPV80 PovI20 HPV107
2 HPV107 Vo HPV111
HPV110 s HPV120
HPV111 T HPV/145
HPV120 FA114
HPV174 FA108
SE125
GC17
FAL08
HPV/49
3 HPV75 :Eﬁg HPV75
HPV115
HPV96
5 Fﬁ'P"f/\l/ss(}G FA74 HPV96
FA42
. 1 EPOL ND ND
ama 3 HPV/50 ND HPV/50
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Primavera Verano Invierno
Género HPV Especie HPV Tipo/tipo Tipo/tipo Tipo/tipo
putativo HPV putativo HPV putativo HPV
7

FA175
FA142 ND HPV134
HPV149
HPV119
8 FAIMVS9 ND FA15
FAIMVS9
FAIMVS7
10 FAIMVS7 ND EP04
FA10
12 GC08 ND ND
KC96
13 HPV153 ND ND
15 ND KC117 ND
19 FA38 ND ND
20 HPV163 ND SEG6
21 ND HPV167 ND
22 KC62 GC16 ND
FA34
24 ND EPO5 ND

ND: No detectado

Como antes mencionado (Seccion 4.11.3), la persistencia de la infeccién por HPV se definié como la
presencia del mismo tipo en al menos 2 de las 3 estaciones climaticas analizadas en el mismo
individuo. En base a esto, se determind que 23/78 (29%) voluntarios presentaron infecciones
persistentes con al menos un tipo/tipo putativo de HPV en comin. De ellos, 5 individuos (6%)
presentaron infecciones con el mismo tipo/tipo putativo en los 3 periodos estudiados.

En la Tabla 21 se muestran los tipos/tipos putativos de HPV identificados en los 23 voluntarios con
infecciones persistentes. La mayoria de los virus involucrados en las infecciones persistentes
pertenecen al género Beta PV: 10 tipos/tipos putativos de la especie Beta 1 (HPV5, HPV19,
HPV20, HPV21, HPV24, HPV25, HPV36, HPVI3, HPV124 y HPVRTRX7), 5 de la especie Beta
2 (HPV37, HPV111, HPV174, FA108, FA114), 1 en la especie Beta 3 (HPV75) y 1 pertenece a la
especie Beta 5 (HPV96). Dos voluntarios presentaron infecciones persistentes con virus del género
Gama PV: HPV50 (Gama 3) y el tipo putativo FAIMVS9 (Gama 8). Por ultimo, un solo individuo
presentd una infeccidn persistente con un tipo del género Alfa PV (HPV28 de la especie Alfa 2).

En relacion a los tipos/tipos putativos individuales, el HPV5 (Beta 1) fue el mas frecuentemente
encontrado (3/23), seguido por HPV37 (Beta 2) (2/23) y HPV75 (Beta 3) (2/23). Interesantemente,
todos los tipos identificados en los 5 voluntarios con las 3 muestras HPV-positivas pertenecian al
género Beta PV y a la especie Beta 1 (HPV5, HPV19, HPV20, HPV21 y HPVRTRXY7) (Tabla 21,

negrita).
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Tabla 21: Tipos/tipos putativos identificados en piel sana expuesta a radiacion solar de 23 voluntarios

inmunocompetentes con infeccion persistente de HPV

- B " Pri 7 - - Tipo
Voluntario Edad Sexo Primavera ‘Verano Invierno persistente
(afios) Tipo/s HPV  Tipo/s HPV Tipo/s HPV (especie)*
1 26 Negativo HPV96 HPV/96 ("ézzggg
2 28 Negativo HPV124 HPV124 '(*Bpst’;i?
HPV8 HPV5
’ * FPVS HPV2 HPV5 (Beta 1)
HPV20 HPV20 HPV20
4% 33 HPV2 HPV36 HPV20 (Beta 1)
HPV111
5 51 Negativo HPV111 HPV93 'E'BP;{;%
HPV21
HPVT75 : HPVT5 HPVT5
6 52 HPV111 Negativo HPV5 (Beta 3)
HPV75 HPV75 . HPV75
7 55 HPVS FA74 Negativo (Beta 3)
HPV21
- R w0
FAIMVS9
9g* 36 HPV19 HPV19 HPV19 ('-é:glﬁ
HPV124 HPV36
" > HPV20 HPV36 HPV36 (Beta 1)
11 35 HPV174 HPV174 EPO4 '?;g{;g
12* 35 HPV5 HPV5 HPV5 (g;;/i)
FA108
13 52 Negativo HPV111 FAL08 (';'Z‘tto%
EPO5
HPV14D
FA108 HPV25
o ’1 HPV120 HPV25 HPV25 (Beta 1)
HPV17
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vVoluntario Edad Primavera Verano Invierno er-gils[;(e)nte
(afios) Tipo/s HPV  Tipo/s HPV Tipo/s HPV P Sy
(especie)
. HPV28
15 45 HPV28 HPV28 Negativo (Alfa 2)
HPV163 FA114
16 56 GC17 FA114 FA114 (Beta 2)
HPVRTRX7 HPVRTRX7
*
17 53 HPV/50 HPVRTRX7 HPVRTRX7 (Beta 1)
HPV37 HPV37
18 58 SE125 HPV37 HPV21 (Beta 2)
HPV5 HPV5
FAIMVS9 HPV5 (Beta 1)
e = HPV3 HPV21 RAlLYE FAIMVS9
HPV20 (Gama 8)
HPV50
20 29 HPV50 HPV20 HPV50 (Gama 3)
. HPV37 HPV37
21 32 HPV37 Negativo HPV119 (Beta 2)
. HPV24 HPV24
22 39 Negativo HPV24 HPV/12 (Beta 1)
. HPV-93
23 52 Negativo HPV93 HPV93 (Beta 1)

* Los 5 voluntarios con tipos persistentes durante las 3 estaciones climaticas

M: masculino F: femenino

Los resultados hasta aqui expuestos ponen en evidencia, no solamente que los tipos/tipos putativos

pertenecientes al género Beta PV son los méas prevalentes, sino que también son los que se han

asociado mas frecuentemente a infecciones persistentes en muestras de piel sana expuesta al sol de

individuos inmunocompetentes [140,144,194]. Como muestran las Figuras 19, 21 y Tabla 19, los

tipos/tipos putativos de la especie Beta 1 son los que se identificaron mas frecuentemente en las 3

estaciones del afio analizadas.

4.11.3.2.1 Analisis de la posible asociacion de factores demograficos y de comportamiento con el

estado de la infeccion por HPV en piel sana expuesta a radiacién solar

Trabajos previos han demostrado que los HPV pueden establecer una infeccion en la piel sin inducir

dafio en el tejido, y que ciertos factores como la edad de las personas y el tiempo de exposicién a
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luz solar podrian estar asociados a una mayor susceptibilidad a dicha infeccién [137,139,195]. En
base a esta consideracién, nos parecié interesante conocer si los factores demogréaficos (edad y
género) y de comportamiento (hs exposiciéon al sol/semana y uso de protector solar) podrian
influenciar el estado de la infeccion de los voluntarios incluidos en esta poblacion.

Con ese objetivo se compararon las variables en estudio entre los individuos con al menos una
muestra positiva para HPV a lo largo del periodo estudiado (n: 62) (infecciones transitorias y
persistentes) y los que fueron negativos para HPV en las tres estaciones climaticas (n: 16).

Al analizar la edad de los voluntarios, se observo que los aquéllos con infecciones (transitorias o
persistentes) eran significativamente mayores (edad media: 39 afios) que los individuos que fueron
negativos para HPV en las 3 estaciones (edad media: 33 afios) (p=0,019). Este resultado nos permite
inferir que la mayor edad seria un factor asociado a la infeccion por HPV en piel de individuos
sanos. Respecto al género no se observaron diferencias entre ambos grupos por lo que esta variable
no estaria relacionada a la adquisicion de la infeccién por HPV (p=0,16).

En cuanto a la comparacion variables de comportamiento (hs de exposicién solar/semana y uso de
protector solar) entre los individuos con infecciones (62/78) respecto de los HPV-negativos (16/78),
ninguna de ellas resulté ser significativamente diferente (p=0,322 y p=0,360, respectivamente). Sin
embargo podemos observar que la exposicion solar media en los individuos infectados fue de 6
hs/semana a diferencia de las 4 hs/semana que declararon los individuos negativos para las 3 tomas.
Por lo tanto el tiempo de exposicidn al sol, podria ser un factor que influya en la infeccién por HPV.
La asociacion de la infeccion por HPV con todas las variables fue analizada ademas mediante una
regresion logistica multivariada, determinando que la edad fue la Unica variable que influyo
significativamente en la adquisicion de la infeccién (p=0,0128).

Con el fin de establecer si la persistencia de la infeccién estaba influenciada por alguno de los
factores, analizamos y comparamos cada una de las variables en relacion a cada uno de los estados
de infeccion (persistencia, transitoria, negativa). Al igual que en el analisis previo el género
(p=0,32), las hs de exposicion al sol/semana (p=0,41) y el uso de protector solar (p=0,34) no
difirieron significativamente entre los tres grupos. En cambio se logré determinar que la edad de los
individuos con infecciones persistentes fue significativamente mayor (45 afios) que la de los
individuos no infectados (negativo) (33 afios) (p=0,05). El anélisis de asociacién multivariado
confirmo este resultado (p=0,0158).

Estos resultados en conjunto, nos permiten establecer y determinar, por un lado, que los HPV
pueden propagarse facilmente entre los individuos y causar infecciones persistentes sin inducir
ningn dafio en el tejido, y por el otro, que pueden infectar persistentemente la piel de individuos

sanos por un periodo de al menos un afio. Ademas determinamos que la mayor edad estaria

86



Resultados-Capitulo 11

relacionada tanto con la adquisicion de la infeccibn como también en la persistencia de las
infecciones por HPV en piel sana expuesta al sol.

Por otro lado pudimos observar que la prevalencia de infeccion en primavera fue mayor que en los
otros dos periodos y que el tiempo medio de exposicidn al sol/semana en los individuos infectados
(6 hs/semana) era mayor que el de los individuos que fueron negativos para HPV en las 3 estaciones
(4 hs/semana). Si bien estas diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas
determinamos que existe una tendencia y que la radiacion solar podria ser un factor que influya en
la infeccién por HPV en piel de individuos inmunocompetentes.
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4.111.1 Caracterizacion de nuevos tipos de HPV identificados en muestras de piel sana
expuesta a radiacion solar.

En los Gltimos afios se avanzd considerablemente en la identificacion de genomas completos de
nuevos tipos de HPV, en particular de virus aislados de epitelios cutaneos [16,30]. Como descripto
en el Capitulo II, en las muestras de individuos inmunocompetentes se identificaron 31 tipos
putativos de HPV (no se conoce su genoma completo), de los cuales 3 fueron detectados por
primera vez en este trabajo. A continuacion se describen las actividades llevadas a cabo para
amplificar los genomas completos de tipos putativos de HPV detectados en piel sana expuesta a la
radiacion solar de individuos inmunocompetentes utilizando la técnica denominada “PCR altamente
sensible para fragmentos largos” desarrollada en nuestro laboratorio [35]. Esta herramienta es
aplicable a genomas circulares como el de los PV y permite la amplificacion de fragmentos largos
de ADN con mayor eficiencia que las técnicas convencionales para tal fin. Como dicho en la
Seccion 3.3.2.2, esta técnica permite amplificar dos fragmentos solapantes de alrededor de 4 kpb
que corresponden a las mitades gendmicas de los tipos putativos de HPV de interés mediante el uso
de cebadores genéricos y/o especificos que hibridan en las regiones L1 y E1 del genoma viral
(Figura 14, Seccién 3.3.2.2).

4.111.1.1 Amplificacién de mitades gendmicas de potenciales tipos nuevos con cebadores
genéricos

Para la amplificacion de mitades gendmicas de tipos potenciales de HPV se utilizaron 2 muestras de
hisopado de piel obtenidas en el estudio longitudinal descripto en el capitulo Il de este trabajo
(muestras V48-1 y V77-1) y 6 muestras de piel sana expuesta a la radiacion solar recolectadas
previamente para poner a punto el protocolo de toma de muestra utilizado en nuestro laboratorio
(muestras 06C, 27A, 43A, 08C, 22A, 47C). En todas las muestras seleccionadas se habian
identificado previamente tipos putativos de los géneros Gama PV y Beta PV cuyos genomas
completos eran desconocidos (Tabla 22).

Los cebadores genéricos que hibridan en las regiones L1 y E1 de HPV utilizados para lograr la
amplificacion y caracterizacion de mitades gendémicas de tipos potenciales de HPV fueron
descriptos en trabajos anteriores (ver Seccion 3.3.2 y Tabla 4). Los cebadores genéricos que
hibridan en la regién L1 disponibles en el laboratorio y que han demostrado tener gran capacidad de
identificar tipos y tipos putativos de diferentes géneros de HPV son los cebadores FAP [28,133] y
CUT [138]. Por otro lado, los cebadores genéricos que hibridan en el ORF E1 fueron disefiados en

nuestro laboratorio para el desarrollo de la técnica de amplificacion de fragmentos largos [35]. En
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efecto, la aplicacion de esta estrategia utilizando los cebadores genéricos que hibridan E1 y L1 en
forma combinada permitié la completa caracterizacion del HPV156 [35].

En base a lo expuesto, en primer lugar se alinearon todos los cebadores genéricos disponibles
(Tabla 4) con las secuencias nucleotidicas correspondientes a los ORF L1 o E1 de los tipos de HPV
de los géneros Gama-PV y Beta-PV filogenéticamente relacionados con los tipos putativos de HPV

que se deseaban caracterizar y que estan disponibles en www.hpvcenter.se y pave.niaid.nih.gov. De

esta manera fue posible inferir qué cebadores tenian el menor nimero de bases desapareadas en las
regiones E1 y L1, para su uso en la caracterizacion de genomas completos (Tabla 4, Seccién 3.2.1).
En base a este analisis, se seleccionaron los cebadores genéricos indicados en la Tabla 22. Las
condiciones de la reaccion de PCR y el perfil térmico se detallan en la Seccién 3.3.2.2. En todos los
casos, se ensayaron 3 TH (50°C, 52°C, 55°C) en la primera ronda de amplificacion y 1 TH (50°C)
en la segunda a fin de lograr bandas especificas y visibles luego de la amplificacién para su

posterior purificacion y clonado.

Tabla 22: Tamizaje de tipos putativos de HPV con cebadores genéricos y “PCR altamente sensible para
fragmentos largos”.
Codigo Tipo Mitad

) Tipo mas . Mitad gendmica a e
de putativo Cebadores Genéricos gendémica

) relacionado (%0)? amplificar )
Muestra (especie) obtenida

L1parcial-L2-E2-

= 0, - - 1
06C GC14 (,-12) HPV132 (73%) FAP64-Rv/E1,2-Fw Edparcial Ninguna
L1parcial-L2-E2- L1parcial-L2-
27A EPO1 (y-1) HPV173 (85%) FAP64-Rv/E1,2-Fw Edparcial E2-Elparcial
L1parcial-L2-E2- L1parcial-L2-
= 0, o o
43A FA91 (,-12) KC5 (78%) FAP64-Rv/E1,2-Fw Elparcial E2-E1parcial
08C GCO9 (-12)  HPV165 (75%) FAP64-RV/E12-Fw L1parcial-12-E2- Ninguna
Elparcial
22A FA10 (,-12) HPV/132 (82%) FAP64-Rv/E1,2-Fw Llpgrfézlr-clz_isl- = Ninguna
L1parcial-L2-E2- L1parcial-L2-
- 0, - -
47C FA91 (,-12) KC5 (78%) FAP64-Rv/E1,2-Fw Edparcial E2-E1parcial
L1parcial-L2-E2- L1parcial-L2-
- - 0, - -
V48-1 FA10 (-12) HPV132 (82%) FAP64-Rv/E1,2- Fw Edparcial E2-Elparcial
L1lparcial-LCR-E6-E7-  L1parcial-LCR-
- - 0, - -
V77-1 FA108 (B-2) HPV107 (86%) FAP6085-Fw/E1p2-Rv Elparcial E6-E7-Elparcial

%Los tipos putativos de HPV se muestran con los tipos previamente caracterizados que presentan mayor identidad
nucleotidica. El porcentaje de identidad nucleotidica correspondiente se indica entre paréntesis. p: Beta, y: Gama

Mediante esta estrategia se obtuvieron bandas de alrededor de 4 kpb en 5 (muestras 27A, 43A, 47C,
V48-1, V77-1) de las 8 muestras en las distintas condiciones de TH aplicadas (Tabla 22). La Figura
22 muestra los resultados obtenidos de algunas muestras en las condiciones ensayadas. Por ejemplo,

se obtuvieron bandas con el tamafio deseado en la muestra 27A (TH: 50° y 55°C), y en las muestras

89


http://www.hpvcenter.se/

Resultados-Capitulo 111

43A, V48-1 y V77-1 (todas las TH utilizadas). En contraste, no se logré amplificar las mitades
gendmicas correspondientes a la muestra 06C en ninguna de las TH utilizadas.

Sucesivamente, se procedid a purificar todas las bandas de 4 kpb obtenidas por separado para luego
ser clonadas en el vector p-Gem-T-easy (Promega). Los clones con el inserto correspondiente
fueron identificados mediante amplificacion por PCR utilizando los cebadores M13Fw/Rv, como
descripto en la seccion 3.7.6, y se enviaron a secuenciar a un servicio especializado (Macrogen,
EE.UU.). El andlisis de sus secuencias permitié determinar que todas las bandas amplificadas a
partir de la misma muestra contenian el mismo tipo putativo de HPV, no obstante haber sido

generadas con diferentes TH. En la Tabla 22 se resumen las mitades genémicas obtenidas a partir
de las muestras analizadas.

Figura 22: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados (~4 kbp) en muestras

seleccionadas con cebadores genéricos y “PCR altamente sensible para framentos largos”.

52°C 55°C
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U |
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Las secuencias resultantes fueron analizadas y comparadas con el gen L1 de los genomas de HPV

disponibles (www.hpvcenter.se, pave.niaid.nih.gov) mediante herramientas bioinformaticas. Como
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resultado de este andlisis se determind que la muestra 27A contenia un tipo putativo nuevo no
identificado previamente, que denominamos EP01, que compartia 85% de identidad nucleotidica en
el ORF L1 con el HPV173 (Gama 1). Por otro lado, las muestras 43A y 47C contenian ambas el
FA91, un tipo putativo originalmente identificado en piel sana de un individuo inmunocompetente
[196] que comparte 78% de identidad nucleotidica en el ORF L1 con el virus KC5 (Gama 12)
identificado por metagendmica y que no tiene designacion oficial hasta el momento
(pave.niaid.nih.gov).

El analisis de la secuencia de la mitad genémica amplificada a partir de la muestra VV48-1 determin6
que contenia el tipo putativo FAL10 identificado previamente en piel de un individuo
inmunosuprimido y comparte 82% de identidad nucleotidica en el ORF L1 con el HPV132 (Gama
12). Asimismo, el fragmento de 4 Kpb amplificado a partir de la muestra VV77-1 correspondia al tipo
putativo FA108, identificado en piel de un individuo inmunocompetente y comparte 86% de
identidad nucleotidica con el HPV107 (Beta 2) (Tabla 22).

4.111.1.2 Amplificacion de las mitades gendmicas de los potenciales tipos nuevos identificados
con cebadores especificos.

En base a los resultados obtenidos en la seccion 4.111.1.1, nos propusimos completar la
caracterizacion de los genomas correspondientes a los tipos putativos EPO1, FA91, FA10 y FA108.
Con ese objetivo se disefiaron cebadores especificos en las regiones L1 y E1 en base a las
secuencias obtenidas a partir de cada una de las mitades genémicas amplificadas previamente
(Tabla 4, Seccion 3.2.1). Para ello se utilizaron como molde las secuencias de 4 Kpb amplificadas
con los cebadores genéricos (Tabla 22). Debido a que la secuencia obtenida de la muestra 47C no
resultd adecuada por presentar cromatogramas superpuestos, se continud con la identificacion del
genoma completo del tipo putativo FA91 con la muestra 43A.

Como resultado de este andlisis, se disefiaron 4 pares de cebadores especificos para completar los
genomas y proceder a la caracterizacion de los nuevos tipos. La Tabla 23 muestra los cebadores
especificos seleccionados para abordar este objetivo, cuyas secuencias se detallan en la seccion
3.2.1 (Tabla 4) para cada muestra en estudio. Los cebadores especificos se probaron a 3 TH
diferentes en la MIX | (50°C, 52°C, 55°C) y a 50°C en la MIX Il en las mismas condiciones de
PCR que las utilizadas previamente con los cebadores genéricos. Como se observa en la Tabla 23,
fue posible amplificar los fragmentos deseados de cada una de las 4 muestras analizadas ya sea en
todas (tipos putativos EPO1 y FA108) o en ciertas (tipos putativos FA10 y FA91) TH de la MIX |

ensayadas.
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Tabla 23: Cebadores especificos y TH utilizados para amplificar las mitades gendmicas de 4 tipos putativos

de HPV.

Tipo putativo Ess;?zggss THe?]el\{leflllf('fgglon Mitad genémica amplificada
EPO1 27A-Fw/27A-Rv 50-52-55 L1 (parcial)-LCR-E6-E7-E1 (parcial)
FA10 V48-1Fw/V48-1Rv 50 L1 (parcial)-LCR-E6-E7-E1 (parcial)
FA91 43A-Fw/43A-Rv 55 L1 (parcial)-LCR-E6-E7-E1 (parcial)
FA108 V77-1Fw/\VV77-1Rv 50-52-55 E1 (parcial)-E2-L2-L 1 (parcial)

La mitad genémica correspondiente al tipo putativo EP1 fue clonada en el vector pGem-T-Easy
(Promega) y las correspondientes a los tipos FA10 y FA108 fueron clonadas en el vector TOPO XL
(Invitrogen); la mitad genomica correspondiente al tipo FA91 no se logro clonar al momento de
finalizar este trabajo de tesis. Los clones con el inserto correspondiente fueron identificados
mediante amplificacion por PCR utilizando los cebadores M13Fw/Rv. Las tres mitades genémicas
clonadas fueron enviadas a secuenciar y todas las secuencias se solaparon con las mitades
gendémicas amplificadas con los cebadores genéricos. Asi, utilizando las herramientas
bioinforméticas, pudimos confirmar que las mitades amplificadas con cebadores especificos
completaban las mitades gendmicas obtenidas previamente con cebadores genéricos. Por lo tanto,
podemos concluir que la estrategia abordada permitié obtener los genomas completos de 3 tipos
nuevos de HPV a partir de muestras de piel de individuos de nuestra region. En la Figura 23 se
esquematiza la estrategia utilizada para caracterizar los genomas completos de los 3 tipos nuevos
utilizando como modelo el tipo FA10.

Los clones y las secuencias correspondientes fueron enviadas al International Reference Centre for
Papillomaviruses ubicado en el Karolinska Institute (Estocolmo, Suecia), donde los genomas
completos de los tres nuevos virus fueron confirmados y oficialmente designados como HPV205
(EPO1) [197], HPV209 (FA108) y HPV210 (FA10) (www.hpvcenter.se). Todos los virus
caracterizados fueron aislados de muestras de piel sana expuesta al sol de individuos
inmunocompetentes. Los tipos HPV205, HPV209 y HPV210 fueron posteriormente identificados
en muestras de hisopado de piel analizadas en el estudio longitudinal realizado en este trabajo de
tesis. Particularmente, los tipos HPV205 y HPV210 fueron identificados por Unica vez en 2
muestras pertenecientes a dos individuos diferentes. Por su parte, el HPV209 fue identificado en 5
muestras clinicas tomadas de 4 individuos, uno de los cuales presentd una infeccion persistente con
este tipo viral (Seccién 4.11.4.2). Sin embargo, queda pendiente el analisis de la prevalencia de los 3
nuevos virus caracterizados en muestras de distintos epitelios a fin de poder dilucidar el tropismo y

significado clinico de sus infecciones.
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Figura 23: Esquema de la estrategia utilizada para caracterizar genomas completos de tipos nuevos de HPV
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Par de cebadores genéricos utilizados para generar la mitad genoémica de FA10 (seccion 4.111.1.1): E1y2Fw/FAP64-Rv
Par de cebadores especificos para completar el genoma del nuevo virus (seccién 4.111.1.2): V48-1 Fw/ VV48-1 Rv

4.111.1.3 Caracterizacion de los nuevos tipos HPV205, HPV209 y HPV210

El andlisis filogenético y la comparacion de secuencias del ORF L1 con 181 HPV de referencia
confirmaron al HPV205 y al HPV210 como miembros del género Gama PV, con identidades
nucleotidicas de 84,8% y de 82,4% con respecto a HPV173 (Gama 1) y a HPV132 (Gama 12),
respectivamente. Por su parte, el HPV209 es un nuevo miembro del género Beta PV y comparte
88,1% de identidad nucleotidica en el ORF L1 con HPV107 (Beta 2). En la Tabla 24 se muestran
las identidades nucleotidicas de los 3 tipos nuevos con tipos representativos de especies conocidas

de los géneros Beta PV y Gama PV cuyas secuencias estan disponibles en www.hpvcenter.se.
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Tabla 24: Porcentaje de identidad nucleotidica en el ORF L1 de los 3 nuevos tipos de HPV con tipos

representativos de las especies de los géneros Beta PV y Gama PV

% identidad nucleotidica en el ORF L1

Tipo HPV E;psse

HPV209  HPV210  HPV205

HPV5 Beta 1 68.6 58 4 60,7
HPV107 Beta 2 88,1 57,5 57,8
HPV49 Beta 3 715 58,3 61,4
HPV92 Beta 4 69,5 57,8 61,6
HPV96 Beta 5 68,2 58,1 58,9
HPV173 Gama 1 58,3 61,9 84,8
HPV200 Gama 2 60,5 65,0 63,9
HPV/50 Gama 3 59,7 63,7 63,6
HPV175 Gama 4 58,3 62,1 61,4
HPV388 Gama 5 59,2 62,8 63,8
HPV108 Gama 6 58,7 58,8 60,6
HPV109 Gama 7 60,6 60,4 64,1
HPV112 Gama 8 50,1 62,7 63,3
HPV116 Gama 9 59,3 57,3 60,7
HPV121  Gama 10 61,4 61,1 63,5
HPV126  Gamall 60,2 60,7 61,8
HPV132  Gamal2 50,2 82,4 62,0
HPV128  Gama13 58,7 61,6 61,1
HPV131  Gamal4 60,2 65,8 63,1
HPV135  Gamal5 60,4 62,5 63,9
HPV137  Gama 16 58,2 60,3 60,7
HPV144  Gamal? 60,5 63,3 64,0
HPV156  Gama 18 60,6 61,5 63,5
HPV161  Gama 19 61,0 60,7 62,3
HPV163  Gama20 61,4 63,2 67,5
HPV172  Gama 22 57,5 58,3 59,2
HPV178  Gama24 61,2 62,4 62,7
HPV184  Gama25 58,3 63,1 61,0
HPV201  Gama 27 60,3 61,6 66,2

Se resaltan los porcentajes de identidad nucleotidica mas (ocre) y menos relacionados (rosa) de los tipos nuevos con HPV

de referencia del mismo género.

El analisis filogenético de las secuencias del ORF L1 de los 3 nuevos tipos de HPV caracterizados

en este trabajo y de 181 tipos de HPV de referencia se realiz6 con metodologia bayesiana (Figura

24).

Las principales caracteristicas gendmicas de los tres nuevos virus se describen en la Tabla 25. El

andlisis de los ORF y de comparacién de secuencias muestran que los tres virus tienen una

organizacion genodmica tipica de los HPV y codifican al menos 6 genes: E6, E7, E1, E2, L2y L1.
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Figura 24: Analisis Filogenético de los nuevos HPV caracterizados en este trabajo en relacion a 181 tipos de

referencia
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Los tipos de HPV se indican de la siguiente forma: nombre del virus, letra correspondiente al género (g: gama,
b: beta, Mu, Nu), el nimero de especie. Las ramas de género Alfa PV estan colapsadas. Las especies que
agrupan los tipos nuevos estan sombreadas en color. Los tipos nuevos estan resaltados en rojo. Se indican los

valores de la probabilidad posterior en cada uno de los nodos.
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Como en otros miembros de los géneros Gama PV y Beta PV, la region intergénica entre los genes
E2 y L2 es muy corta (HPV205: 20 bp, posiciones 3.632-3.652 nt; HPV EP02: 51 pb, posiciones
3.854-3.940 nt; HPV EPQ3: 97 pb, posiciones 3.497-3.592 nt) y ninguno de los 3 virus nuevos
codifican para el ORF E5. En el HPV EPO02 se pudo identificar ademas un ORF que codifica para
la proteina E4, caracteristico de los virus del género Beta PV. Por su parte, tal como otros
miembros del género Gama PV, ninguno de los 2 virus caracterizados (HPV205 y HPV210)
codifican para la proteina E4. Sin embargo, se identificaron secuencias cortas de 87-118
aminoacidos de longitud (HPV205: posicién 3.036-3.392 nt; HPV210 posicion: 3.037-3.292 nt)
con remanentes de sitios ricos en prolina, caracteristico de la proteina E4.

Ademas de los ORF mencionados anteriormente, en los genomas de los 3 nuevos virus se observa
una region regulatoria no codificante (LCR) en donde se identificaron sitios de unién a E2
[ACC(N)6GGT], proteina viral que controla la replicacion y la expresion de los virus (Tabla 25).
En esta region, ademas, se identificaron secuencias tipicas TATA box (TATAA), como asi también
multiples sitios de unién para factores de transcripcion como AP-1, NF-1y SP-1.

La habilidad de los HPV de inducir la proliferacién de los keratinocitos se ha atribuido
principalmente a las oncoproteinas E6 y E7 por su habilidad de unirse a proteinas celulares que
regulan el ciclo celular, tales como p53 y pRB, respectivamente [49,52]. Una caracteristica
distintiva de los HPV oncogénicos es la presencia de sitios de unién a PDZ en el carboxilo terminal
de la proteina E6 [198]. Como se observa en la Tabla 25, las proteinas E6 de los 3 virus
caracterizados presentan un nimero variable de dominios putativos de unién a PDZ; sin embargo
ninguno de ellos se encuentra en el extremo carboxilo terminal.

Con respecto a las oncoproteinas E7 de los nuevos virus, se identificaron sitios putativos de union a
pRB en HPV209 y HPV210 pero no en HPV205, tal como reportado para los demés miembros de
especie Gama 1 [197,199]. Por otro lado, tipos filogenéticamente relacionados al HPV210
(HPV132, HPV148 y HPV157) también contienen sitios putativos de union a pRB en sus
secuencias [197,199].

Por ultimo, el anélisis de las secuencias codificantes de la proteina E1 (helicasa ATP-dependiente
viral) de los 3 tipos nuevos permitid la identificacion de sitios putativos de union a ATP en las

secuencias nucleotidicas correspondientes [200].
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Tabla 25: Caracteristicas genémicas y proteinas putativas de los 3 nuevos HPV caracterizados

| Caracteristicas del genoma HPV209 HPV210 HPV205
Longitud del genoma (pb) 7.399 7.134 7.298
Contenido de GC (%) 40,4 38 37,5
Género y Especie Beta 2 Gama 12 Gama 1
EG6, E7, E1, E2, E4,
ORFs L2 11 E6,E7,E1, E2,L2,L1 E6,E7 E1 E2 L2 L1
Longitud (pb) 400 462 500
URR Posicion en el genoma 7.000-7.399 nt 6.671-7.134 nt 6.799-7.298 nt
TATA box 2 2 2
Sitio de uni6n a E2 2 4 1
ACC(N)sGGT
Tamafio de la proteina 140 139 140
(aq)
Posicion en el genoma 1-423 nt 1-420 nt 1-423 nt
E6 Sitio de union a Zinc 2 separados por 36 aa 2 separados por 36 aa 2 separados por 36 aa
CXXC(X)9CXXCT
S TR /i T
X(TIS)X(LIV)* LSLL (47-50 aa) LSAL (66-69 aa)
QTPL (90-93 aa)
Tamafio de la proteina 102 92 97
(aa)
Posicion en el genoma 420-728 nt 417-695 nt 420-713 nt
Sitio de unién a Zinc
E7 CXXC(X)p0.30CXXC' CXXC(X),sCXXC CXXC(X)sCXXC CXXC(X)3CXXC
Sitio de unién a pRB 1 1 Ausente
LXCXE*
Tamafio de la proteina 607 599 603
(aa)
E1 Posicion en el genoma 715-2538 nt 679-2478 nt 700-2511 nt
Sitio de union a ATP GPPDSGKS GPSDTGKS GPPDTGKS
GXXXXGK(T/S)®
Tamafio de la proteina 457 363 392
E2 (aa)
Posicion en el genoma 2,480-3,853 nt 2,405-3,496 nt 2,453-3,631 nt
Tamafio de la proteina 202
E4 (aa) Ausente Ausente
Posicion en el genoma 3,000-3608 nt
Tamafio de la proteina 519 513 527
L2 (aa)
Posicion en el genoma 3,905-5,464 nt 3,593-5,134 nt 3,653-5,236 nt
Tamafio de la proteina 507 508 515
L1 (aa)
Posicion en el genoma 5,476-6,999 nt 5,145-6,671 nt 5,251-6,798 nt

tSecuencia consenso de sitio de unién a Zinc [201]; # Secuencia consenso de dominio de unién a PDZ [198]; {Secuencia
consenso de sitio de unidn a pRB [202]; §Secuencia consenso de sitio de unién a ATP [200].

URR: Regién regulatoria no codificante; aa: aminoacidos; nt: nucleotidos.
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4.111.2. Analisis “in silico” de posibles eventos de recombinacion en el género Gama PV

Como dicho anteriormente, una de las posibles fuerzas evolutivas que podria haber influenciado en
la diversidad genética de los PV es la recombinacion [20]. Estudios in silico realizados en el género
Alfa PV han identificado eventos de recombinacién con significancia estadistica en regiones
codificantes de las proteinas tempranas y tardias del genoma viral [152,157]. Teniendo en cuenta
que el Gama PV es uno de los géneros mas diversos y en répida expansion de la familia
Papillomaviridae, nos propusimos explorar la recombinacion como posible fuerza evolutiva en este
género utilizando herramientas bioinformaticas y una base de datos actualizada de 74 tipos de HPV:
73 virus previamente descriptos y el HPV205, uno de los nuevos Gama PV caracterizados en este
trabajo. Es necesario aclarar que el HPV210 no fue incluido en la base de datos ya que la completa
caracterizacion del genoma fue posterior a la realizacion del anélisis de recombinacion descripto a

continuacion.

4.111.2.1. Busqueda de posibles eventos de recombinacion en el género Gama PV con el
programa RDP4.1

La basqueda de posibles eventos de recombinacion con el programa RDP4.1 [177] se realiz6 en dos
etapas. El primer cribado se realiz6 en cada ORF individual por separado (E1, E2, L2, L1). En el
segundo cribado, el analisis con RDP se realiz6 aumentando gradualmente el nimero de ORF y
analizandolos en diferentes combinaciones (E1-E2, E1-E2-L2, E1-E2-L1y E1-E1-L2-L1).

Los potenciales eventos de recombinacién identificados en este analisis y que cumplieron con el
criterio de inclusion (p <0,05 en al menos 4 métodos de los incluidos en el programa RDP4.1) se
muestran en la Tabla 26. En los ORFs individuales analizados, se encontraron posibles eventos que
cumplian con el criterio de inclusion en ORF E2 y ORF L2. En contraste, no se detectd ningln
evento en el ORF L1, mientras que en el ORF E1 se encontraron posibles eventos con soporte
estadistico con menos de 4 métodos (datos no mostrados), y por lo tanto el ORF E1 no cumplié con
el criterio de inclusion establecido.

Con respecto al andlisis realizado en los ORF combinados, de todos los eventos que si cumplieron
con el criterio de inclusion, s6lo 2 persistieron en las diferentes combinaciones de ORF analizadas
(Tabla 26, en negrita). EI primer evento putativo representa una recombinacion inter-especie que se
detectd en todos los tipos agrupados en la especie Gama 8, e involucra alrededor de 200 pb en el
ORF E1 (region recombinante: 1.045 a 1.253 nt en el alineamiento E1-E2-L.2-L1 con respecto al
tipo de referencia HPV112). Los parentales menores y mayores serian virus ancestrales que
pertenecen a la especie Gama 11 y Gama 24 respectivamente. El segundo evento putativo es una

recombinacién intra-especie entre miembros de la especie Gama 7. EI HPV170 fue identificado
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como el tipo recombinante y la regién recombinante involucra alrededor de 420 pb en el ORF E1
(1.422 a 1.846 nt en el alineamiento E1-E2-L2-L1); los tipos HPV109 y HPV149 fueron
identificados como los virus parentales mayores y menores, respectivamente. Vale la pena aclarar
que ambos eventos se indican en relacion al alineamiento E1-E2-L.2-L.1 para facilitar el analisis. Sin
embargo, como puede observarse en la Tabla 26, los tipos identificados como recombinantes, asi
como los parentales mayores y menores de las potenciales recombinaciones intra- e inter-especies,

coinciden en las deméas combinaciones de ORF, tales como E1-E2, E1-E2-L2 y E1-E2-L 1.

Tabla 26: Andlisis de posibles eventos de recombinacion en el género Gama-PV con el programa RDP4.1

Localizacion sitio de
Posible virus . recombinacion
. Especies - o
recombinante (virus, N° acceso
GenBank)*

Secuencias parentales

Métodos

Mayor Menor

GENECONV 3.9x10’§
BootScan 1.7x10° o
Heviss 7 (SESSAON gy HPVIS HPVIO g geapr o
' Y 4y Chimaera 3.5x10° 2
SiScan 2.0x107°
HPV116
HPV129 9 RDP 2.2x10™
mFD2 BootScan 1.0x103 5
4.439-4.727 nt L2 HPV199 UN MaxChi 1.6x10° B
HPV136 (HPV116, FJ804072) (y-12) (v-1) Chimaera 4.1%10° 2
HPV168 SiScan 4.8x10°
HPV171 y-11
mKN3*
HPV126
RDP 8.4x10™
:Exﬁ? GENECONV 7.8x10:z
HPV164 .8 1.045 — 1.244 nt E1 mFD1*  HPV140 BootScan 3.9x10_2
HPV/168 (HPV112, EU541442) (7-24) (y-11) MaxChi 2.2x1072
HPV176 Ch_lmaera 1.1x10_2
SiScan 3.6x10
HPV178 RDP 4.0x10°®
HPV197 124 746 - 929 nt E1 HPV140  mSD2* GENECONV 2.6x10°
mFD1* (HPV178, KJ130020) (y-11) (y-15) BootScan 2.2x10?
mKN1* SiScan 1.5x10* m
RDP 23x10° m
BootScan 1.6x10 N
1.430 — 1.846 nt HPV109 HPV149 - - o
HPV170 v-7 El MaxChi 2.9x10 3
(HPV170, JX413110) -7 -7 Chimaera 33102 2
SiScan 2.7x10°
HPV127
HPV132 RDP 2.3x10*
HPV148 BootScan 1.7x10%
HPV157 12 2.442 — 2.589 nt 1 HPV141  HPV119 MaxChi 8.8¢10°
HPV165 (HPV127, HM011570) (y-11) (v-8) : D
Chimaera 2.8x10
HPV199 SiScan 5.5x10*
mCG2* '
mCG3*
:Eﬁ}é RDP 2.0x10“3‘ E
HPV164 v-8 1.045 - 1.253 nt E1 mFD1*  HPV140 GE’:&?;’:V i'iﬁ& r@
HPV168 (HPV112, EU541442) (y-24) (y-11) . B o
HPV176 M_axChl 2.2x10 o
SiScan 1.2x10° ey}
HPV88 v-5 b
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' Posible virus

Localizacion sitio de
recombinacién

Secuencias parentales

. Especies - o ORF Métodos p
recombinante (virus, N° acceso Mayor Menor
GenBank)*

HPV116 RDP 5.8x10°

HPV129 9 4.447 — 4,656 nt L2 HPV199 UN BootScan 2.4x10°

mFD2* ¥ (HPV116, FJ804072) (v-12) (v-10) MaxChi 7.3x10°

mKN3* SiScan 1.2x10%

RDP 1.3x10°®

BootScan 1.9x10*

HPV170 v-7 H Fl,'\ﬁgo ﬁﬁiisnltlo) E1l H?;_%Og H?;_’%"'g MaxChi 4.5x10%

' Chimaera 5.0x102

SiScan 2.1x10°

BootScan 3.7x10’§

3.253 — 3.460 nt HPV149  HPV109 MaxChi 7.9x10°

HPV155 7 (HPV155, JF906559) E2 (-7 (y-78) Chimaera 1.0x10*

SiScan 3.2x10°®

RDP 45x10°

HPV156 y-18 GENECONV 5.8x10"

HPV172 7-22 3.817 - 4.134 nt L2 HPV205 UN BootScan 1.7x10°

HPV175 v-23 (HPV156, JX429973) (v-1) (®-7) MaxChi 2.5x10°

mFig84 y-UN Chimaera 5.8x10°

SiScan 5.3x10°®

HPV112 RDP 1.1x10’2

HPV147 1.045 - 1.238 nt mED1*  Hpvido CENECONV 1'3X10_4

HPV164 v-8 (HPV112, EU541442) El (1-24) (-11) BootScan 3.3x10

HPV168 ' MaxChi 2.1x107

HPV176 SiScan 6.8x10°
HPV112 GENECONV  3.2x10° i
HPV147 2597 - 2.787 nt HPV141 Hpyizg  BootSean  28x10° 3
HPV164 ¥-8 (HPV112, EUS41442) E1/E2 (-11) -8) MaxChi 2.3x10 N
HPV168 ' ¥ Y Chimaera 1.8x10° o
HPV176 SiScan 2.4x10* 2

RDP 2.4x10°

BootScan 2.7x10*

HPV170 v-7 H é\ﬁgo ﬁfﬁ;‘fm) E1l Hz\_/71)09 H?;_’%)"'g MaxChi 9.3x10°

' Chimaera 4.9x10%

SiScan 6.3x10°

HPV112 RDP 3.8x10“3‘

HPV147 1.045 - 1.253 nt mED1*  HpPvido CENECONV 8'1"10_3

HPV164 v-8 (HPV112, EU541442) El (7-24) (-11) BootScan 1.6x10

HPV168 ' MaxChi 3.0x10?

HPV176 SiScan 1.3x10
HPV109 m
HPV123 RDP 1.8x10* e
HPV134 GENECONV 1.5x103 m
HPV138 7 5.072 — 5.445 nt L2 HPV119  HPV173 BootScan 6.5x10° 'g
HPV139 ¥ (HPV170, JX413110) (v-8) (v-1) MaxChi 3.8x10° =
HPV149 Chimaera 6.4x10* g
HPV155 SiScan 9.5x10° Py
HPV170 B

RDP 1.5x10‘j

BootScan 1.9x10

HPV170 v-7 (Hééiio ﬁﬁj%”ltlo) E1l HZ\_/;)OQ H@_’?l)‘lg MaxChi 1.7x10

' Chimaera 3.5x102

SiScan 1.2x10"

Se detallan los eventos de recombinacion que cumplen con los criterios de inclusion (un minimo de 4 métodos con
p<0.05). Los eventos que persistieron en las diferentes combinaciones de ORF se resaltan en negrita.

“Secuencias de referencia utilizadas para posicionar el sitio de recombinacién.
Tipo putativo de HPV sin denominacién oficial.

nt: nucleétido

UN: Tipo desconocido aunque filogenéticamente relacionado con la respectiva especie de HPV
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4.111.2.2. Andlisis de incongruencia filogenética.

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en el tamizaje exploratorio realizado con el
programa RDP4.1, se generaron arboles filogenéticos con diferentes partes del alineamiento E1-E2-
L2-L1 a fin de visualizar potenciales incongruencias filogenéticas.

Para analizar el posible evento de recombinacidn inter-especie que daria origen a la especie Gama
8, se construyeron arboles con metodologia bayesiana utilizando la region recombinante de 200 pb
(Figura 25, izquierda) y el resto del alineamiento (alineamiento concatenado E1-E2-L2-L1 sin la
region recombinante) (Figura 25, derecha). Como se puede observar en el arbol de la izquierda, la
especie recombinante Gama 8 se agrupa con la especie que contiene al parental menor (Gama 11),
mientras que en el arbol de la derecha la especie Gama-8 se aproxima a la especie que contiene al
parental mayor (Gama 24).

Tal como esperado, se obtuvieron resultados similares cuando se realizd el mismo analisis para
examinar el soporte filogenético en el potencial evento de recombinacion intra-especie dentro de la
especie Gama 7 (Figura 26). En el arbol construido con la region recombinante de 420 pb (Figura
26, izquierda) se observa que el posible tipo recombinante (HPV170) se agrupa con el parental
menor (HPV149), mientras que en el &rbol construido con el resto del alineamiento (alineamiento
concatenado E1-E2-L2-L1 sin la region recombinante) (Figura 26, derecha), el HPV170 se acerca al
parental mayor (HPV109).

Curiosamente, se identificd un interesante movimiento de ramas dentro de la especie Gama 9 que
agrupa a los tipos de referencia HPV116 y HPV129 y al virus mFD2, caracterizado por
metagendmica, (Figura 25). Esta especie forma un tipico clado monofilético que se observa en los
arboles construidos sin la region recombinante (Figura 25, derecha). Por el contrario, el HPV129
cambia drasticamente su topologia y se agrupa con el HPV175 (Gama 23) en el arbol construido
con la region recombinante (Figura 25, izquierda). Sin embargo, este evento no fue detectado por

ninguno de los métodos incluidos en el programa RDP4.1.
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Figura 25: Anélisis de incongruencia filogenética de un potencial evento de recombinacion inter-especie en el

género Gama-PV.
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'—':IFV"’B HPV144 yi7
N mKNT v24 ' T HPV163
: mFD1 ' ; - HPV205
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Los arboles filogenéticos construidos con metodologia bayesiana corresponden a la regién recombinante (izquierda) y al
resto del alineamiento (derecha).

Se muestra la organizacion genémica de los HPV (arriba), y las regiones analizadas en cada arbol estan sombreadas en
violeta.

Las especies que agrupan al parental mayor (y-24) y menor (y-11) estan sombreados en verde y azul respectivamente. La
posible especie recombinante y-8 esta sombreada en rosa. EI cambio topoldgico del HPV29 (Gama 9) se muestra con una
flecha (derecha). Los valores de BPP < 0.50 no se muestran.

Figura 26: Andlisis de incongruencia filogenética de un potencial evento de recombinacion intra-especie en la

especie Gama 7

1 1 T T 1 1 T T 1 1 1 1
:—:E1 > E2 ?D L1 —:-E1 E2 * L1

HPV134 HPV134
HPV109 HPV109
HPV123 HPV123

HPV138 HPV170
HPV139 HPV138
HPV155 HPV139
HPV149 HPV149
HPV170 HPV155

Los arboles filogenéticos construidos con metodologia bayesiana corresponden a la region recombinante (izquierda) y al
resto del alineamiento (derecha). Se muestra la organizacién genémica de los HPV (arriba), y las regiones analizadas en
cada arbol estan sombreadas en violeta.

El parental mayor (HPV109) y menor (HPV149) estan sombreados en verde y azul respectivamente, mientras que el
posible tipo recombinante (HPV170) estad sombreado en rosa. Los valores de BPP < 0.50 no se muestran
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Los resultados expuestos en este capitulo, por un lado, muestran la caracterizacion de 3 nuevos
tipos de HPV identificados en piel sana expuesta al sol de individuos inmunocompetentes de
nuestra region pertenecientes a diferentes géneros y especies: HPV205 (Gama 1), HPV210 (Gama
12) y HPV209 (Beta 2). Por otro lado, se aportan evidencias sobre 2 posibles eventos de
recombinacién entre virus del género Gama PV: un evento inter-especie que podria haber dado
origen a una especie (Gama 8), y un evento intra-especie que podria haber originado un tipo
(HPV170). Estos aportes, en conjunto, contribuyen a completar la taxonomia de la familia
Papillomaviridae y la filogenia, y proveen nuevas evidencias para comprender mejor la historia

evolutiva del género Gama PV.

103



5. Discusion




Discusion

Los tipos de HPV mucosotrépicos asociados al desarrollo del cancer anogenital y sus lesiones
precursoras han sido definidos. La aplicacion masiva de las vacunas contra HPV tiene como
objetivo prevenir el desarrollo de patologias asociadas a la infeccién de ciertos tipos de HPV AR.
Con la aprobacidn de la vacuna nonavalente el riesgo de adquirir la infeccion y posteriormente el
desarrollo de lesiones producidas por estos virus en epitelios mucosos se reduciria un 90% [92]. En
el enunciado emitido en 2014 sobre su posicién acerca de la vacunacién masiva contra HPV, la
OMS recomienda que la vacuna debe introducirse como parte de una estrategia integral coordinada
para prevenir el cancer cérvico-uterino y otras enfermedades relacionadas con el virus, y que estas
acciones no deben menoscabar ni desviar el financiamiento del desarrollo ni del mantenimiento de
programas eficaces de tamizaje de cancer cérvico-uterino [203]. Los métodos moleculares de
identificacion y deteccion de HPV son un componente esencial tanto en el desarrollo como en la
evaluacion de vacunas contra HPV y también en la implementacion y monitoreo de los programas
de vacunacién masivos [103]. Los ensayos de genotipificacién utilizados actualmente difieren en
sus aptitudes analiticas con respecto a la sensibilidad tipo especifica y la especificidad. Numerosos
estudios han comparado diferentes ensayos de tipificacién de HPV para evaluar su aptitudes en
tamizajes y estudios epidemiolégicos utilizando muestras clinicas [204-206]. Sin embargo, las
evaluaciones de la aptitud de un ensayo en diferentes laboratorios necesitan ser realizados de
manera estandarizada, asi los resultados pueden ser comparados en el tiempo con un estandar
conocido y aceptado [103]. Con este objetivo, la OMS a través del HPV LabNet provee paneles a
los laboratorios externos con muestras conteniendo plasmidos de 16 tipos mucosos de HPV en
diferentes concentraciones calibradas segin estandares internacionales [207].

Nuestro laboratorio viene participando de este estudio de competencia desde 2008 con el fin de
evaluar la aptitud del ensayo LIHPVPCR 16.4. Este ensayo esta basado en la amplificacion con los
cebadores MY11/09 [165], seguido de deteccién con sondas y revelado colorimétrico en formato de
EIA. Los cebadores MY11/09 son ampliamente utilizados en todo el mundo para la amplificacion
de HPV mucosotropicos y se han descripto distintos formatos de amplificacion y deteccion, tales
como PCR seguido de Enzima Inmuno Ensayo [168,208], PCR anidada [209] y PCR seguido de
RFLP [210].

Basandonos en el criterio establecido por la WHO HPV LabNet (deteccién de 50 Ul de HPV16 y
HPV 18 y 500 GE de los otros 13 tipos en muestras simples y multiples) observamos que el
desempefio del sistema L1IHPVPCR 16.1 era sub-Optimo para amplificar e identificar los tipos
HPV18 y HPV45. En base a esto optimizamos el sistema con el agregado de cebadores especificos
para ambos tipos. La nueva version del sistema (LIHPVPCR 16.4.1) logré detectar 5 Ul de HPV16,
5 Ul de HPV18 y 50 GE de HPV45. Cabe destacar que el sistema L1HPVPCR 16.4.1 resulto ser
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competente para la identificacion de 15 tipos mucosos de HPV en los paneles de la WHO HPV
LabNet de los afios 2013 y 2014.

Teniendo en cuenta que los ensayos de competencia son particularmente Utiles para estimular un
proceso de aprendizaje para mejorar los desempefios de los métodos de identificacion de HPV en
los laboratorios participantes [103], a través de los afios en que nuestro laboratorio viene
participando, hemos mejorado el sistema L1HPVPCR obteniendo una sensibilidad de hasta 5
UI/5ul de los dos tipos mas frecuentemente asociados a lesiones (HPV16 y HPV18) y 50 GE/5ul de
otros 13 tipos mucosos altamente prevalentes. Por otro lado, este estudio fue disefiado para evaluar
el desempefio de los métodos de tipificacion de HPV utilizados en vacunologia y programas de
vigilancia viroldgica, en donde una alta sensibilidad analitica es requerida. En este sentido el ensayo
L1HPVPCR 16.4.1 ha logrado cumplimentar con este tipo de exigencias siendo un método eficaz y
competente para utilizarse en el analisis de muestras clinicas para estudios epidemiolégicos.

Los datos aportados por estos estudios en todo el mundo son los que han sido utilizados como base
para el desarrollo de las 3 vacunas contra HPV y forman (o formaran en el caso de la vacuna
nonavalente) parte de programas de vacunacion masivos. Segln estos estudios las prevalencias mas
altas de infeccién por HPV en la poblacién general se encuentran en los paises en vias de desarrollo.
Particularmente, Sudamérica tiene una prevalencia del 13.2% y en Argentina, se han reportado
prevalencias cercanas al 20% [95].

Las estimaciones realizadas en nuestro pais provienen de 2 estudios con prevalencias muy
diferentes entre si [98,211]. Basados en esta problematica y con el fin de aportar mayor informacion
sobre la prevalencia de HPV en otras areas de Argentina nuestro grupo de trabajo llevo a cabo un
estudio transversal durante los afios 2008 y 2010 para evaluar la prevalencia general y tipo-
especifica de HPV en mujeres no vacunadas que concurrieron a 2 hospitales publicos situados en
regiones altamente pobladas de la Argentina (Santa Fe y Buenos Aires) por control ginecol6gico de
rutina [99]. Utilizando los sistemas LIHPVPCR 16.1 y CUT se encontrd una mayor prevalencia de
HPV en Buenos Aires (53,8%) en comparacion con Santa Fe (41,2%). La misma tendencia se
encontro en las prevalencias observadas de tipos AR y BR, e infecciones multiples. Estos resultados
confirman la heterogeneidad de las infecciones de HPV a través del pais y son consistentes con las
variaciones entre diferentes regiones reportadas en otras partes del mundo [212,213] por lo que es
importante tener informacién sobre los tipos de HPV que circulan en poblaciones de diferentes
regiones para evaluar el impacto de la vacuna.

Por otro lado, los datos sobre los tipos de HPV mas frecuentemente asociados al desarrollo de
lesiones cervicales de alto grado dan idea acerca de los tipos asociados a este tipo de lesiones para

evaluar el futuro impacto de la vacunacién y de los programas de tamizaje, como asi también para
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establecer una adecuada vigilancia epidemioldgica [97]. En nuestro pais se han realizado estudios
de prevalencia destinados a conocer los tipos de HPV asociados a lesiones de alto grado en
diferentes provincias pero ninguno de ellos en la provincia de Santa Fe [101,102,214,215].
Teniendo en cuenta esto, quisimos conocer las caracteristicas de la infeccion por HPV en una
poblacion de mujeres con diagndéstico de patologia cervical de nuestra region (Seccion 4.1.2.1 y
Figura 16). En primer lugar determinamos la prevalencia de infeccion por HPV en 115 mujeres y
comparamos el desempefio de 2 sistemas de tipificacion para analizar las muestras clinicas:
L1IHPVPCR 16.4.1 y CUT. EIl hecho de utilizar dos sistemas de tamizaje para identificar tipos de
HPV en cérvix se baso en observaciones previas donde se pudo establecer que la epidemiologia de
HPV es compleja y requiere de varias estrategias de amplificacion y de deteccion que permitan
cubrir todos los tipos involucrados [99]. Como dicho anteriormente el sistema LIHPVPCR 16.4.1
permite la tipificacion de 15 tipos de HPV mucosotrépicos y fue considerado como competente por
la WHO HPV LabNet. Por su parte el sistema CUT se basa en una técnica de amplificacién
altamente sensible llamada “PCR de la gota colgante” seguido de electroforesis en gel de agarosa y
tincion con bromuro de etidio. La identificacion de los tipos de HPV se realiza mediante
secuenciacién directa de los productos amplificados [138].

El andlisis de las muestras de cepillado cervical de las mujeres incluidas en nuestro estudio con los
dos sistemas de cebadores permitd obtener una prevalencia de infeccion del 85% (Tabla 8). Este
resultado concuerda con los estimaciones realizadas en estudios de meta-anélisis sobre la
prevalencia de HPV en poblaciones de mujeres con lesiones cervicales en las cuales la mayoria de
ellas estaba infectada con HPV [97,136]. El sistema L1HPVPCR 16.4.1 logré identificar la
presencia de HPV con mayor frecuencia que el sistema CUT (69% vs 60%). La concordancia
general entre ambos métodos fue del 58% y la concordancia tipo-especifica en detectar al menos un
tipo de HPV en comun fue del 30% entre las mujeres positivas por ambos métodos (Tabla 8). Esto
confirma los resultados previos respecto a que ambos sistemas se complementan entre si, y gracias a
la distinta especificidad es posible determinar con mayor precision los tipos de HPV que infectan a
la poblacidn en estudio (Tabla 9).

En cuanto a la capacidad de detectar tipos de diferentes especies observamos que los cebadores
CUT identificaron 30 tipos de HPV diferentes (17 tipos AR, 12 tipos BR y un Gama PV)
distribuidos en 8 de las 13 especies conocidas de Alfa PV. En cambio el LIHPVPCR16.4.1 detectd
los 15 tipos para los cuales se cuenta con sondas tipo-especificas (Tabla 9). Cabe destacar que el
sistema CUT tuvo mejor desempefio en identificar mayor nimero de especies debido a que los
productos de amplificacion son secuenciados, permitiendo la identificacién de cualquier tipo de
HPV.
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Respecto a la prevalencia tipo-especifica determinamos que el tipo mas prevalente en esta
poblacién fue el HPV16 (25%) seguido de los tipos HPV31 (13%) y HPV33 (7%) (Tabla 9).
Estudios de meta-analisis han reportado que el HPV16 es el tipo mas prevalente a nivel global tanto
en mujeres con citologia normal [213] que en mujeres con patologias cervicales [136].
Particularmente para nuestra region se ha estimado que los tipos més frecuentes de HPV asociados
a lesiones de alto grado son el HPV16, HPV18, HPV58 y HPV31 [97] y en Argentina en particular,
el HPV16 ha sido identificado con mayor frecuencia en las poblaciones estudiadas [101,102,215]
por lo que nuestros resultados estan en linea con estas observaciones.

La mayoria de los tipos virales identificados en esta poblacion de mujeres (Tabla 11) fueron tipos
AR (77,4%), y dentro de ellos, los 5 tipos considerados como més carcinogénicos fueron los mas
prevalentes (60,9%). La prevalencia de infeccion y la distribucion de tipos virales varié de acuerdo
al grado de lesidn de la mujer, en linea con otros estudios [96,136]. Cuando se analiz6 su presencia
de acuerdo a las categorias citoldgicas observamos que los tipos AR estaban asociados mas
frecuentemente a lesiones H-SIL (84,4%), disminuyendo su prevalencia en las categorias L-SIL
(79,2%), ASCUS (68,4%) y Negativo (63,6%). Al igual que para los tipos de AR la frecuencia
general de infeccion por HPV aumenté significativamente con la severidad de la lesién (p=0,047)
(H-SIL, L-SIL, ASCUS y Negativo) (Tabla 11), en linea con con otros estudios epidemiolégicos en
donde tanto la prevalencia de la infeccién general como la de tipos AR aumenta con el grado de las
lesiones [136,216].

Los tipos HPV16 y HPV31 fueron los mas frecuentemente identificados en las categorias ASC-US,
L-SIL y H-SIL (Tabla 11). Los datos de prevalencia de tipos segun el tipo de lesién reportados por
la OMS son consistentes con nuestros resultados [78] donde se estim6 que los dos tipos mas
frecuentemente identificados en lesiones H-SIL son HPV16 y HPV31.

El riesgo de adquirir la infeccién por algln tipo de HPV esta relacionado con el comportamiento
sexual en combinacién con otros co-factores [217], sin embargo en nuestra poblacién la edad de
inicio de relaciones sexuales no estuvo relacionada con una mayor prevalencia de HPV. La mayor
frecuencia de infeccion se observé en mujeres menores a 30 afios y la menor prevalencia se
determiné en la ultima categoria etaria (40-53 afios) (Tabla 10), en linea con otros reportes que
indican que la prevalencia de la infeccion disminuye a medida que aumenta la edad de las mujeres
[78,217]. Las diferencias en la frecuencia de infeccion entre los estratos etarios fueron
estadisticamente significativos (p=0,034).

En cuanto a los co-factores relacionados al desarrollo de cancer cervical (nimero de partos,
métodos anticonceptivos hormonales, habito de fumar y antecedentes de ITS) ninguno estuvo

relacionado con la frecuencia de infeccion por HPV en este grupo de mujeres. El habito de fumar
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tabaco ha sido implicado como co-factor con el HPV en el desarrollo de lesiones CIN 111 y cancer
cervical [218,219], pero no se ha establecido claramente que represente un riesgo para la
adquisicion de la infeccion por HPV

Los datos provenientes de la WHO/ICO y de estudios epidemioldgicos indican que las mujeres que
utilizan anticonceptivos hormonales son mas propensas a adquirir una infeccion por HPV en
comparacion con aquellas que utilizan preservativos como método anticonceptivo [217]. En nuestro
estudio, encontramos mayores prevalencias de HPV en mujeres que utilizaban preservativos
respecto a aquéllas que utilizan anticonceptivos hormonales. Si bien este resultado fue inesperado,
el grupo de mujeres que declararon usar preservativo en sus relaciones sexuales estaba también
relacionado a edades jovenes, donde la prevalencia de infeccidén es mayor (datos no mostrados). Por
otro lado, no esté del todo claro que el uso de preservativos prevenga completamente la transmision
de la infeccion por HPV, y probablemente dependa de si es o no utilizado consistentemente
[220,221]. En nuestro estudio no se indagd a las mujeres en cuanto a si los preservativos eran
utilizados en todas las ocasiones, frecuentemente o en algunas ocasiones.

Un estudio de meta-analisis en donde se analizaron 25 estudios epidemiolégicos ha relacionado el
namero de partos con el riesgo de adquirir lesiones cervicales de alto grado [222]. Las mujeres con
7 0 mas embarazos a término tendrian mayor riesgo a desarrollar cancer cervical que aquellas que
tuvieron 1 o 2 partos. Ademas el mismo estudio determiné que el riesgo de adquirir un tipo de HPV
AR aumenta en mujeres que hayan tenido al menos un parto [222]. En nuestro estudio la tendencia
fue contraria a lo reportado, es decir, mujeres con mas de 5 partos tuvieron menor prevalencia de
infeccion por HPV respecto a las que tuvieron menos paridad. Este resultado puede explicarse con
el hecho que el menor nimero de partos esta relacionado a edades jovenes, y al contrario, una
mayor paridad esta relacionado con edades mayores (datos no mostrados).

La asociacion entre infecciones multiples y el desarrollo de patologias cervicales ha sido reportada
por algunos autores que sugieren que los virus presentes en este tipo de infecciones actian de forma
sinérgica en el desarrollo de cancer cervical [223]. En contraste, otros autores postulan que un
genotipo seria el responsable de esa lesién no obstante varios tipos HPV estén involucrados en la
infeccion del mismo sitio anatdmico [224,225]. En nuestro estudio observamos una menor
proporcion de infecciones multiples en mujeres con citologia H-SIL con respecto a que tenian
citologia L-SIL o ASC-US (34,4% vs. 43,4% y 42,1%, respectivamente) (Tabla 11), en linea con
otros reportes [72]. Si bien las asociaciones que se establecen entre los distintos tipos de HPV que
infectan un tejido al mismo tiempo es aun desconocida, éstos fendmenos podrian afectar el impacto
de la vacuna en la poblacion. En particular, el fendmeno de “asociacion negativa” entre tipos podria

producirse cuando la infeccién con un dado tipo de HPV inhibiera la adquisicion o persistencia de
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otro [226]. Este fendbmeno podria implicar un “reemplazo de tipos”, trayendo como consecuencia el
incremento de la prevalencia de los tipos no incluidos en la vacuna cuando los tipos incluidos se
reduzcan o eliminen por su aplicacién masiva [227]. Hay que tener en cuenta que, cualquier
asociacion entre tipos de HPV estaria afectada por la combinacion de la exposicion a HPV y de la
distribucion de tipos, y por lo tanto con las caracteristicas inmunoldgicas y el comportamiento de
los individuos [61,226,228]. En este punto, ciertos autores proponen que debido a la alta proteccion
otorgada por la vacuna contra los virus blanco y contra otros tipos AR filogenéticamente
relacionados con los incluidos en la vacuna [186] y la baja tasa de evolucién de los HPV, es poco
probable que ocurra un reemplazo de tipos a corto plazo [229,230]. Esto refuerza la necesidad de
realizar estudios de vigilancia epidemioldgica para comparar los tipos de HPV asociados a lesiones
cervicales en poblaciones de mujeres no vacunadas y vacunadas para conocer a largo plazo el
impacto de la vacuna en la poblacion general. La informacion resultante permitira definir si el
reemplazo de tipos ocurrira efectivamente y en ese contexto sera necesario considerar nuevas
formulaciones en las futuras vacunas multivalentes [229].

Teniendo en cuenta estas consideraciones, analizamos la persistencia de la infeccion por HPV en 68
mujeres con diagnoéstico de patologia cervical con el fin de analizar la evolucién clinica y virologica
en esta poblacidn. De acuerdo al protocolo de tratamiento de mujeres con lesiones cervicales del
Servicio de Ginecologia del HEEP, aquellas con diagnostico de L-SIL y AS-CUS reciben un
tratamiento expectante (n: 45) y las mujeres con citologia H-SIL reciben un tratamiento quirdrgico
(n: 23). Es necesario considerar que las mujeres con citologia normal con tratamiento expectante
tenian antecedentes de patologia cervical y al momento de ser incluidas en el estudio se encontraban
en seguimiento ginecologico.

Los estudios longitudinales que han analizado la historia natural de la infeccion por HPV reportan
que alrededor de un 70-90% de las pacientes infectadas con HPV eliminaran el virus dentro de los
12-24 meses de contraida la infeccion [71,83,231]. En nuestro estudio las pacientes que recibieron
tratamiento expectante (n: 45) representan la evolucion natural del virus. Este tipo de tratamiento
evita agredir el cuello del utero y afectar la fertilidad por lo que esta recomendado en mujeres con
lesiones de bajo grado [82]. En este grupo de mujeres se pudo determinar (Tabla 13) que solo el
29% (13/45) fue negativa para ADN de HPV al final de seguimiento (regresion), lo cual es un
porcentaje mucho menor al definido previamente [71,83,231]. Sin embargo, es necesario considerar
gue otro 29% (13/45) mostrd infecciones con tipos diferentes a los identificados al ingreso del
estudio (reinfeccion), por lo que se puede inferir que 58% (26/45) de las mujeres de este grupo pudo
eliminar la infeccién inicial. Si bien nuestro estudio presenta limitaciones en cuanto a que fue

realizado en un hospital publico y tuvo una adherencia dispar de las participantes al protocolo que
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redundd en sesgos de seguimiento, consideramos que esta informacién es relevante para el manejo
de mujeres con lesiones cervicales de bajo grado de nuestra region.
Si bien la proporcion de mujeres con tratamiento expectante que tuvieron infecciones persistentes
(Tabla 12) fue del 38% (17/45), la mayoria de las mujeres incluidas en este grupo tuvo una
evolucion clinica favorable [71% (32/45), Tabla 13: NILM + Regresion]. Por otro lado, s6lo el 4%
(2/45) progreso a lesiones H-SIL al final del estudio, en coincidencia con lo reportado por otros
estudios que indican que una pequefia proporciéon de las mujeres con lesiones de bajo grado
progresa a lesiones de alto grado [72,231]. Respecto a las mujeres que progresaron a lesiones de
alto grado al final del estudio, una de ellas tenia una infeccion persistente con HPV16, coincidiendo
con numerosos estudios donde se ha determinado que este tipo de infecciones estan méas asociadas
al desarrollo de lesiones CIN I11/H-SIL en comparacion a otros tipos AR [72,96,116,189].
El anélisis de la evolucion clinica y viroldgica en las mujeres que recibieron tratamiento expectante
no permitié establecer una relacion concreta como observada en otros estudios, en donde la
eliminacion de la infeccion coincide con una evolucion clinica favorable [69,189]. En efecto, 62%
(28/45) de ellas tuvieron una evolucion clinica favorable (Tabla 13), aunque s6lo en 61% (17/28) no
se detecto la presencia del mismo tipo de HPV que al inicio del seguimiento, ya sea por regresion
de la infeccion o reinfeccion.

La remocion o escision de la lesién estd recomendada solamente en mujeres con lesiones de alto
grado y que puedan progresar a cancer cervical. El tratamiento quirdrgico fue aplicado en 23 de las
68 mujeres incluidas en el estudio longitudinal por presentar estas caracteristicas. Todas ellas
lograron evolucionar clinicamente favorable y la categoria citoldgica al final del seguimiento fue de
menor grado que la del inicio (Tabla 12). En relacién a la evolucién virolégica, alrededor de la
mitad de las mujeres fueron negativas para ADN de HPV al final del tratamiento (11/23, 48%), y
35% (8/23) de ellas no fue posible identificar el mismo tipo de HPV que al inicio (reinfeccion). Por
lo tanto, 83% (19/23) de estas pacientes logré eliminar la infeccion responsable del desarrollo de la
lesion, coincidiendo con la evolucion clinica (Tabla 14).

Otros estudios han demostrado que un 5-25% de las mujeres que son tratadas quirdrgicamente
pueden volver a desarrollar lesiones L-SIL o de mayor grado y que este riesgo estd asociado a las
infecciones con tipos de AR, sobre todo al HPV16 [116,232,233]. En nuestro estudio, un 17%
(4/23) de las mujeres que recibieron tratamiento quirdrgico tuvieron infecciones persistentes con al
menos un tipo de HPV AR. El andlisis del seguimiento post-quirlrgico de estas mujeres determind
que una de ellas present6 una lesion de tipo L-SIL al final del mismo, coincidiendo con otros
estudios [116]. En las otras 3 mujeres (13%) no se observo desarrollo de lesiones de ningun tipo y

tuvieron citologias negativas al final del tiempo de seguimiento. Este resultado esta en linea con
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otros trabajos en donde se reportd que un 11-17% de las mujeres en las que se ha removido
satisfactoriamente de la lesidn no logran eliminar la infeccién persistente [116,234]. Esta condicion
ha sido propuesta como un factor predictivo positivo en la recurrencia de lesiones cervicales luego
de una cirugia [234]. En este sentido el seguimiento post-quirirgico mediante la identificacion
molecular de tipos de HPV AR es fundamental para controlar este tipo de pacientes [116].

El andlisis de las muestras con los sistemas L1IHPVPCR 16.4.1 y CUT determiné que los dos tipos
de HPV que maés prevalecen y persisten en mujeres con lesiones cervicales son el HPV16 y HPV31
(Tabla 12). Este resultado era el esperado, ya que los tipos mas persistentes tienden a ser los mas
comunes en una poblacion [235]. Diversos estudios han demostrado que el HPV16 tiene mayor
capacidad para persistir respecto a cualquier otro tipo de HPV [96,106,115,236], asociado o no a la
progresion de lesiones malignas [72,116]. Por otro lado, un estudio de meta-analisis determiné que
los tipos AR que tienen un tiempo medio de persistencia significativamente mayor respecto a otros
tipos son HPV16, HPV31, HPV33, HPV52 [115]. Ademas los tipos HPV31, HPV33 y HPV58
conferirian un riesgo significativamente mayor de desarrollar una lesion CIN Il comparado con
otros tipos AR, excepto HPV16 [96]. Todos estas observaciones coinciden con los datos aportados
por nuestro estudio.

El conocimiento acerca de los tipos de HPV que prevalecen y persisten en una poblacion de mujeres
no vacunadas con diagnéstico de patologia cervical de la provincia de Santa Fe aporta datos
importantes sobre el posible efecto que tendra la vacunacién masiva en nuestro pais. Este tipo de
estudio es el primero que se ha llevado a cabo en nuestra provincia y confirma las diferencias
geograficas que existen en cuanto a los tipos de HPV que circulan en las poblaciones [213].

Uno de los tipos mas prevalentes y persistentes que se ha identificado en la poblacion de estudio es
el HPV16, el cual estd incluido en la vacuna cuadrivalente actualmente utilizada en Argentina
(Gardasil). Sin embargo, si bien se ha reportado proteccion cruzada de la vacuna cuadrivalente con
tipos filogenéticamente relacionados con HPV16 y HPV18 (HPV31 y HPV45, respectivamente) no
se ha observado una reduccion significativa en lesiones cervicales asociadas a estos tipos virales
[237]. En este sentido es importante continuar con la vigilancia epidemiologica a nivel molecular de
las poblaciones de mujeres vacunadas y no vacunadas para evaluar qué tipos de HPV efectivamente
son eliminados con la introduccion de la vacuna y si este nicho ecoldgico eventualmente puede ser
reemplazado por otros tipos AR no incluidos en la vacuna [229].

Una de las caracteristicas de las infecciones por HPV que aln no es del todo comprendida es el
tropismo de los distintos tipos de HPV por epitelios mucosos y cutaneos. En general se pensaba que
algunas especies del género Alfa PV eran los Unicos capaces de infectar epitelios mucosos. Sin

embargo, en la Gltima década se ha evidenciado la presencia de tipos pertenecientes a los géneros
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Gama y Beta PV en estos epitelios [31,147]. Estos hallazgos estan relacionados en gran parte con el
desarrollo de técnicas de identificacion molecular genéricas y sensibles que permitieron explorar
con mayor profundidad que tipo de relaciones establecen los HPV con los tejidos [130,149,238].
Como dicho anteriormente, las muestras de cepillado cervical de las mujeres incluidas en los
estudios de prevalencia y persistencia fueron analizadas con el sistema CUT. Estos cebadores tienen
gran sensibilidad para amplificar tipos de HPV de los géneros Alfa, Beta y Gama PV [138] por lo
que resulté una herramienta interesante para evaluar la presencia de otros tipos de HPV en cérvix,
ademas de los Alfa PV.

Efectivamente el andlisis de las muestras con los cebadores CUT permitié detectar un tipo putativo
de la especie Gama 10 (GC12_03) que ha sido identificado previamente en epitelios cutaneos tanto
en lesiones como formando parte de la flora normal de la piel [138]. En este estudio, el tipo
GC12_03 fue identificado en una muestra de una paciente con citologia ASC-US presentando
ademas un co-infeccién con el HPV18. Interesantemente, este tipo putativo también habia sido
identificado previamente en una muestra de cepillado cervical de una mujer con citologia normal
incluida en un estudio de prevalencia realizado en nuestro laboratorio [99]. Otros estudios han
reportado la presencia de tipos del género Gama PV en maltiples sitios anatomicos como cavidad
oral y nasal [147,239], en piel sana o en lesiones cutaneas [135,196] y también en cérvix [31,32,41].
Sin embargo, hasta el momento no se ha logrado establecer una relacion entre la presencia de estos
tipos virales con el desarrollo de una lesidn. En nuestro estudio, el tipo GC12_03 podria ser parte de
la flora normal del tejido y probablemente el HPV18 fue el responsable del desarrollo de la lesion.
Para profundizar en el tema, el genoma completo de este tipo putativo del género Gama PV deberia
ser completamente caracterizado, como asi también determinar su implicancia clinica y conocer su
prevalencia en muestras de diferentes sitios anatdmicos para establecer su tropismo.

A diferencia de los HPV mucosotrépicos, los HPV identificados en piel muestran una gran
heterogeneidad genética que al momento los ubica en 5 géneros diferentes segln la clasificacion
taxonémica actual [16]. Esta diversidad y su persistencia en la piel en bajo nimero de copias
requieren de la aplicacion de técnicas altamente sensibles combinadas con el uso de cebadores que
permitan la amplificacion de un amplio espectro de tipos. Por ello, para el analisis de los tipos de
HPV presentes en epitelios cutaneos se utilizaron los sistemas de amplificacion CUT [99,138] y
FAP [133,139,141,196], que demostraron previamente su capacidad para identificar un amplio
rango de HPV. Ambos sistemas de amplificacion fueron aplicados sobre muestras de piel sana
expuesta a la luz solar provenientes de individuos inmunocompetentes que trabajan en laboratorios

y oficinas cercanas a nuestro laboratorio. Estos voluntarios participaron del estudio longitudinal
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presentado en este trabajo de tesis disefiado para determinar la prevalencia y persistencia de la
infeccion de HPV a lo largo de 3 estaciones climaticas (Figura 17).

El analisis de 295 muestras de hisopados de piel determind que el sistema FAP tuvo mayor
capacidad para identificar secuencias de HPV (46%) en relacion al sistema CUT (10%). Ambos
sistemas tuvieron una concordancia general del 56% por lo que los cebadores CUT complementan a
los FAP y viceversa, demostrando que el uso combinado de ambos sistemas de cebadores
constituye la mejor estrategia para identificar los HPV circulantes en epitelios cutdneos (Tabla 15).
Al analizar los tipos/tipos putativos identificados con cada sistema de cebadores, se observd la
misma tendencia (Tabla 16, Figura 18), confirmando que el uso de dos sistemas de cebadores con
diferentes especificidades permite conocer con mayor profundidad la epidemiologia de la infeccion
por HPV en piel.

El andlisis de las secuencias obtenidas con ambos sistemas de cebadores en forma conjunta permitié
identificar 82 virus diferentes, de los cuales 51 (62%) eran tipos previamente caracterizados y 31
(38%) eran tipos putativos. La mayoria de los tipos putativos fueron descriptos previamente en la
literatura (“tipos FA, FAIM, GC”, etc.) y 3 fueron identificados por primera vez en este trabajo
(“tipos EP”). Es necesario considerar que en todo el mundo se han descripto mas de 200 tipos
putativos [17] y con el avance en las técnicas moleculares muchos de ellos se han podido
caracterizar completamente. En este trabajo se identificaron 3 tipos putativos nuevos (EP01, EP04 y
EPO5; Tabla 19) que se agrupan en especies conocidas de Gama PV evidenciando que en los
Gltimos afios se ha avanzado enormemente en la identificacion de nuevos tipos de HPV en
diferentes epitelios, sobre todo con el uso de las técnicas de secuenciamiento profundo [16,34]. Los
tipos EP04 y EPO5 fueron identificados con el sistema CUT, el cual ademéas demostro tener mayor
capacidad de identificar tipos putativos en relacion al sistema FAP (42% vs 35%). El tipo EP0O5 se
agrupa en la especie Gama 24 y tiene un 74,1% de identidad nucleotidica en el ORF L1 con el
HPV197 (Tabla 18), el cual ha sido identificado en alta prevalencia en diferentes tipos de tumores
cutaneos [240]. Sin bien su significancia biolégica alin debe determinarse, seria interesante
caracterizar completamente el genoma completo de EPO5 y determinar su prevalencia tanto en
lesiones como en piel sana de otras poblaciones para establecer su eventual asociacion con
patologias cutaneas.

Los cebadores CUT y los FAP mostraron buen desempefio para detectar tipos/tipos putativos de
distintos géneros de HPV (Tabla 17). Los cebadores CUT fueron capaces de amplificar tipos de
distintas especies de los géneros Alfa PV, Beta PV y Gama PV (Tabla 17, Figura 19). En cambio,
los cebadores FAP fueron mas especificos para la deteccion de tipos de distintas especies de los

géneros Beta PV y Gama PV. El sistema de cebadores CUT logr6 identificar una mayor variedad de
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especies que los cebadores FAP y fue capaz de detectar 3 tipos del género Alfa PV (HPV40,
HPV87, HPV89) que infectan tanto epitelios mucosos como cutaneos pertenecientes a las especies
Alfa 3 y Alfa 8 [241-243]. Estos resultados confirman que ambos sistemas de cebadores usados en
forma conjunta permitieron identificar tipos de HPV pertenecientes a 23 de las 50 especies
definidas en los 5 géneros que agrupan a los HPV de acuerdo a la taxonomia actual [16].

La epidemiologia y las implicancias clinicas de los HPV cutaneotropicos no esté del todo entendida.
Se ha postulado que ciertos tipos del género Beta PV pueden tener un rol en la carcinogénesis
cutanea pero hasta el momento no se ha podido discriminar los tipos especificos de HPV
prevalentes en las lesiones malignas de la piel de los tipos presentes como flora normal [125]. Por
otro lado, en los ultimos afios se han identificado ciertos tipos del género Gama PV que podrian
estar implicados en el desarrollo de ciertas lesiones cutaneas. Sin embargo estas relaciones deben
ser aun confirmadas [130,199,240].

La exposicion al sol es un factor que esta asociado con el desarrollo de cancer de piel [121] y
diversos estudios han relacionado la prevalencia de infeccion por HPV con la mayor exposicion al
sol [139,142]. Argentina se encuentra en una zona de alto riesgo por el paso del agujero de ozono de
Septiembre a Noviembre [244], por ello resulta interesante conocer que tipos de HPV circulan y
persisten en piel sana expuesta al sol de individuos inmunocompetentes.

Con el fin de conocer si la mayor exposicion a UV debido al paso del agujero de ozono esta
asociada a la infeccion por HPV en piel sana de individuos inmunocompetentes, disefiamos un
estudio longitudinal de un afio de duracion. El analisis de prevalencia en cada uno de las estaciones
climéaticas permitié estimar que alrededor de la mitad de los individuos estaba infectado con al
menos un tipo de HPV en cada una de ellas (Tabla 19), evidenciando que la propagacién de estos
virus es muy frecuente y que forman parte de la flora normal de la piel sin causar lesiones
aparentes, tal como observado por otros autores [37,135,140]. La prevalencia en areas de piel
expuestas al sol fue determinada en un estudio previo realizado en nuestro laboratorio en donde las
muestras también se analizaron con los sistemas CUT y FAP. En este caso se determin6 que el 71%
de los individuos estaba infectado con HPV, diferencia que podria deberse a que la poblacion en
estudio fue diferente ya que se incluyeron individuos con lesiones cutaneas [138]. Sin embargo las
prevalencias obtenidas en el estudio realizado para este trabajo de tesis estan en linea con otras
investigaciones [137,195].

En primavera, la prevalencia de infeccion fue mayor respecto a verano e invierno (54% vs. 45% y
47%). A pesar de que estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,43)
observamos una tendencia de que la mayor prevalencia de infeccién coincidié con el paso del

agujero de ozono en nuestro pais [244]. Otros estudios han relacionado la mayor exposicién a la
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radiacion solar con mayor frecuencia de infeccion por HPV [139,142,245]. Un estudio en donde se
evaluaron dos grupos de individuos con diferentes habitos de exposicion al sol se demostrd que
cuanto mayor era el tiempo de exposicion a la radiacién solar, mayor era el riego de adquirir una
infeccion por HPV en piel [142]. Cabe destacar que este estudio fue realizado en Australia, donde la
radiacion solar es alta y similar a la de Argentina por lo que también es un pais de alto riesgo de
CPNM por el paso del agujero de ozono.

El andlisis de los tipos y especies de HPV mas prevalentes en las tres estaciones climaticas
determind que la especie Beta 1 fue la més prevalente en todas ellas (Tabla 19). El tipo HPV5 fue el
mas frecuente en primavera e invierno, y el HPV19 lo fue en primavera y verano. Una mayor
frecuencia de infeccion con tipos agrupados en la especie Beta 1 ha sido reportada por otros
estudios tanto en piel sana como en lesiones [145,196,246]. Por otro lado, se ha demostrado
mediante experimentos realizados en queratinocitos primarios que el promotor del HPV5 es
activado por la radiacion UV [247].

Otros estudios han demostrado que ciertos tipos del género Beta PV pueden inhibir los mecanismos
de reparacion del ADN y apoptosis después de una excesiva exposicién a UV [248,249]. Como
resultado de esto, la infeccion persistente en la piel por tipos del género Beta PV durante un largo
periodo de tiempo podrian facilitar la acumulacién de errores genéticos en la célula infectada,
facilitando el desarrollo de lesiones precursoras del CPNM en sitios expuestos al sol, [250]. Un
estudio que incluyd muestras de piel de individuos con CCE provenientes de varios paises con
diferentes grados de radiacion solar determiné que la asociacion entre la susceptibilidad a la
radiacion a UV vy el desarrollo de CCE es mayor en individuos infectados con tipos de Beta PV
[251]. Sin embargo, la alta prevalencia de tipos de Beta PV en piel de individuos sanos sugiere que
solo ciertos tipos estarian implicados en el desarrollo de patologias cutaneas [252].

El analisis de los tipos de HPV que persisten en piel sana expuesta al sol en una poblacion de
individuos inmunocompetentes es importante para dilucidar la controversia que existe en cuanto al
rol de estos virus en el desarrollo de patologias cutaneas. En nuestro estudio la persistencia de la
infeccion por HPV se definio como la presencia del mismo tipo en al menos 2 de las 3 estaciones
climaticas analizadas en el mismo individuo. Una infeccion se considerd como transitoria si se
identificaban tipos de HPV diferentes en al menos 1 de las estaciones y negativa si no si
identificaba ADN de HPV a lo largo de las 3 estaciones estudiadas. En el 79.5% (62/78) de los
individuos se identifico la presencia de HPV en al menos unas de sus muestras, mientras que el
20.5% de los voluntarios (16/78) fue HPV-negativo en las 3 muestras analizadas. Esto vuelve a

reforzar las observaciones realizadas previamente en este trabajo y por otros estudios que
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determinaron que la infeccién por HPV en piel es comun entre los individuos y que se propagan
facilmente [135,140].

Ademas determinamos que el 29% (23/78) de los voluntarios presentaron infecciones persistentes
con al menos un tipo/tipo putativo de HPV y 6% (5/78) de ellos presentaron infecciones con el
mismo tipo/tipo putativo en los 3 periodos estudiados (Tabla 21). Estudios previos realizados por
periodos de mas de 6 meses determinaron que alrededor de la mitad de los individuos tenian
infecciones persistentes en piel por algin tipo de HPV [144,145]. La menor proporcion de
individuos con infecciones persistentes identificados en nuestro estudio podria deberse a que los
tipos de HPV cutaneotropicos se encuentran en bajo nimero de copias. Probablemente ciertos tipos
no pudieron ser identificados debido a la competencia entre los diferentes genotipos y a la
preferencia de los cebadores genéricos en amplificar uno u otro [253]. Este fenmeno es un
problema comun en las técnicas basadas en PCR donde se utilizan cebadores de amplio espectro y
puede llevar a la subestimacion del niamero de tipos de HPV presentes en una muestra [144].
Ademas en el andlisis de infecciones mdltiples, solo se analizaron 3 clones por muestra, lo que
tenderia a detectar las infecciones mas abundantes y los tipos de HPV que podrian estar infectando
persistentemente en bajo nimero de copias podrian no ser identificados [145]. De hecho, en 5
individuos se pudo detectar el mismo tipo de HPV en primavera e invierno, pero no en verano
(Tabla 21). Este resultado sugiere que ese tipo estaba presente en ese periodo pero que no pudo ser
amplificado, tal vez debido a este fendmeno de competencia y a que se encontraba en bajo nimero
de copias.

Los tipos de HPV mas persistentes pertenecian al género Beta PV, especificamente a la especie
Beta 1. El tipo de HPV mas frecuente durante 2/3 estaciones estudiadas fue el HPV5 (Beta 1)
seguido por los tipos HPV37 (Beta 2) y HPV75 (Beta 3). Ademas los tipos que presentaron
infecciones persistentes en 5 individuos durante las 3 estaciones pertenecian a la especie Beta 1
(Tabla 21).

En principio podria pensarse que el hecho de que las infecciones persistentes estén asociadas
principalmente a tipos/tipos putativos del género Beta PV podria deberse a las especificidades de
los cebadores utilizados, ya que a lo largo de este trabajo el sistema de cebadores FAP logré
identificar una mayor cantidad de virus, y estos cebadores tienen probada eficiencia en amplificar
tipos de HPV de este género [145,196]. Sin embargo, se identificaron tambien tipos/tipos putativos
pertenecientes a los géneros Gama y Alfa PV, cuyas infecciones no fueron persistentes en nuestro
grupo de voluntarios (Tabla 20). En ese sentido, otros estudios en donde se analiz6 la persistencia

de HPV en piel sana o en lesiones de individuos inmunocompetentes e inmunosuprimidos también
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observaron que los tipos del género Beta PV persisten con mayor frecuencia que los tipos de género
Gama PV [145,194].

Determinamos que el tipo més persistente en la poblacién fue el HPV5 (Beta 1), uno de los tipos
que se han asociado al desarrollo lesiones cutaneas en individuos con EV [118] e identificado
frecuentemente en individuos con CPNM [246,254]. Si bien en nuestro estudio la relacion de estos
virus con el huésped parece ser de tipo comensalica no podemos excluir que las infecciones por
tipos del género Beta PV no tengan un rol en la patogénesis cutinea. En efecto, la infeccion
persistente por tipos del género Beta PV en piel expuesta a radiacion solar ha sido propuesta como
un factor de riesgo para el desarrollo de lesiones precursoras de CPNM como la queratosis actinica
o0 la queratosis seborreica [250,255]. Ademas, el tiempo de seguimiento de los individuos fue
relativamente corto (1 afio) por lo que no fue posible determinar que la persistencia de la infeccién
por alguno de estos tipos fuera un factor de riesgo. Sin embargo, otros autores han reportado la
identificacion y persistencia de multiples tipos de Beta PV (incluido el HPV5) en piel sana por
meses, e incluso afios, sin inducir ningin dafio [139,140,144,145,256], en linea con nuestros
resultados.

En cuanto a las variables demograficas y de comportamiento que podrian influenciar la infeccién
por HPV en piel (Seccion 4.11.4.2.1), analizamos en primer lugar si existian diferencias entre los
individuos que fueron negativos para ADN de HPV en las 3 estaciones con los individuos que
tuvieron algun tipo de infeccion (transitoria o persistente). Si bien el tiempo medio de exposicién al
sol del primer grupo (4 hs/semana) fue mayor a lo que declararon los individuos infectados (6
hs/semana), esa diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,322). Teniendo en cuenta que
otros autores [138,139,142] han determinado que el tiempo de exposicion al sol influye en la
adquisicion de la infeccion por algun tipo de HPV, profundizamos este analisis considerando el uso
de protector solar y tipo de factor, habito que podria asociarse a una menor infeccién por HPV. El
andlisis de estas variables entre ambos grupos (negativos e infectados) no arrojé diferencias
estadisticamente significativas (p=0,36). Vale la pena considerar que en un estudio donde se
evaluaron los métodos de proteccion solar (uso de protector solar, uso de ropa protectora y uso de
sombrero) en individuos que pasaban muchas horas al sol no se encontré una asociacion con la
frecuencia de infeccion por HPV [142].

Una posible explicacion a la mayor frecuencia de infeccion por HPV en relacion a mayor
exposicion a la radiacion solar podria ser la inmunosupresion local [257] que facilitaria la infeccion
por HPV. El estado inmune de un individuo también se ha relacionado con la edad, indicando que la
respuesta inmune decaeria a edades mayores [258] Cuando comparamos la edad de los individuos

que fueron HPV-negativos en las 3 estaciones (16/78) respecto a los que fueron positivos en al
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menos 1 de ellas (62/78) observamos que los individuos de éste ultimo grupo eran
significativamente mayores en edad (p=0,019). Este resultado esta en linea con otros autores e
indica que la prevalencia de la infeccion por HPV es méas frecuente en edades mayores [195,255].
Otro factor demografico analizado en este estudio fue el género, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,16), como reportado por otros [139].
Sucesivamente, quisimos conocer si las variables estudiadas podrian relacionarse con la persistencia
de la infeccion por HPV. Con ese objetivo se realizaron comparaciones entre los 3 estados de
infeccion definidos durante el seguimiento: persistente (23/78), transitoria (39/78) y negativa
(16/78). Nuevamente, no se observaron diferencias significativas en cuanto al tiempo de exposicion
al sol (p=0,41) y al uso de protector solar (p=0,34) entre los 3 grupos de individuos. Estos
resultados sugieren que las horas y el uso de proteccion a UV no serian factores que influyen en la
persistencia de la infeccion por HPV en piel, en linea con otros estudios que determinaron que la
persistencia de HPV en piel ocurre tanto en paises con altos (Australia) [142] y bajos (Suiza) [256]
niveles de radiacion UV. Debido a que la edad fue la Unica variable asociada significativamente
como un factor que influiria en la adquisicion de la infeccion por HPV en piel result6 interesante
analizar esta variable en la relacion al estado de la infeccion. La comparacion de las edades entre los
3 grupos de individuos determiné que la edad promedio de los voluntarios con infecciones
persistentes fue significativamente mayor que la de los individuos no infectados (negativo)
(p=0,05), tal como observado por otros [255]. Cabe destacar que los analisis de regresion
multivariados confirmaron que la edad de los individuos fue la Unica variable asociada
significativamente tanto a la frecuencia (p=0,0128) como a la persistencia (p=0,0158) de la
infeccion por HPV en piel expuesta a radiacion solar en esta poblacion de individuos
inmunocompetentes.

Nuestros resultados aportan informacion relevante acerca de los tipos de HPV que circulan y
persisten en una poblacion de individuos inmunocompetentes y es el primero realizado en nuestro
pais. El hecho de haber determinado por un lado, que en primavera la prevalencia de infeccion fue
mayor que en verano e invierno, y por el otro que los individuos infectados pasen méas horas/semana
al sol que los no infectados, es de suma importancia en Argentina teniendo en cuenta de que se
encuentra en una zona de alto riesgo de exposicion a UV por el paso del agujero de ozono durante
esa estacion climatica [244].

Debido a la alta heterogeneidad de los tipos de HPV cutaneotrépicos algunos autores sugieren que
los tipos realmente asociados al desarrollo del CPNM aun no han sido identificados [259]. Por lo
que resulta importante realizar esfuerzos para conocer y caracterizar los tipos de HPV que infectan
la piel.
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Recientemente, la aplicacién de la técnica de secuenciacion profundo ha permitido la identificacion
de un mayor nimero de tipos de HPV respecto a las estrategias convencionales [39,135], aunque
estas nuevas tecnologias siguen dependiendo de la capacidad de los cebadores en amplificar todos
los HPV presentes en una muestra. Este tipo de estrategias y el analisis de muestras con cebadores
genéricos han permitido identificar més de 200 tipos putativos, en su mayoria en piel, que ain no
han sido caracterizados completamente [17].

La aplicacion de la técnica “PCR altamente sensible para fragmentos largos” ha permitido la
caracterizacion de 4 nuevos tipos de HPV de individuos de nuestra region: 1 tipo de Beta PV
(HPV115) [138] y 3 tipos de Gama PV (HPV156, HPV157 y HPV158) [35,197]. En este trabajo de
tesis, esta metodologia permitié obtener los genomas completos de 3 tipos nuevos de HPV a partir
de muestras de hisopados de piel sana expuesta a radiacion solar en las cuales se habian identificado
previamente tipos putativos de los géneros Gama PV y Beta PV: HPV205 (Gama 1) [197], HPV
210 (Gama 12) y HPV 209 (Beta 2).

El analisis filogenético y la comparacion de secuencias del ORF L1 (Figura 24) confirmaron al
HPV205 como un nuevo miembro de la especie Gama 1 con una identidad nucleotidica del 84.8%
con respecto al HPV173. El tipo HPV 210 es miembro de la especie Gama 12 y comparte 82.4% de
identidad nucleotidica en el ORF L1 con el HPV132. Por su parte el HPV 209 se agrupa en la
especie Beta 2 y comparte 88.1% de identidad nucleotidica en el ORF L1 con el HPV107 (Figura
24).

El anélisis in silico de los genomas de los 3 tipos nuevos (Tabla 25) demostrd la presencia de al
menos 6 ORF putativos que potencialmente codifican para 4 proteinas tempranas (E6, E7, E1, E2) y
2 proteinas tardias (L2 y L1) (Tabla 25). La ausencia del ORF E5, esté en linea con otros miembros
de los géneros Beta y Gama PV [32,199]. Por otro lado en el genoma del HPV 209 se pudo
identificar un ORF que codifica para la proteina E4, presente en todos los miembros del género
Beta PV [44]. En ninguno de los tipos nuevos del género Gama PV se identificdé un ORF que
codifique para la proteina E4, sin embargo sus secuencias presentaron sitios ricos en prolina,
caracteristico de esta proteina. La presencia variable de la proteina E4 es una caracteristica de
algunos miembros del género Gama PV. Por ejemplo, en la especie Gama 1 (HPV205), 3 de los 6
miembros (HPV4, HPV65 y HPV95) tienen el ORF E4 [197,260-262], mientras que en la especie
Gama 12 (HPV 210), ninguno de los 8 virus que la componen codifican para la proteina E4
[149,197,199].

Las proteinas putativas de los 3 tipos nuevos mostraron aspectos comunes de los demas HPV
cutaneotropicos [45,263]. Las proteinas E6 de HPV205, HPV210 y HPV209 contienen 3, 4y 1

dominios putativos de union a PDZ respectivamente [198]. Una caracteristica especifica de los tipos
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mucosos AR es la presencia de un dominio de unién a PDZ en el carboxilo terminal de la proteina
E6, lo que es importante en la proliferacién, polaridad y transformacién celular [264]. Ninguno de
los dominios de unién a PDZ en los 3 tipos nuevos fue identificado en el carboxilo terminal. Sin
embargo se demostro que las proteinas E6 de algunos tipos oncogénicos del género Beta PV (HPV5
y HPV8, Beta 1) codifican para un domino conservado (YXDM) en el carboxilo terminal que esta
relacionado con el incremento de la migracion celular y por lo tanto con una mayor patogenicidad
[265]. Si bien este dominio no fue identificado en el HPV209, seria interesante profundizar sobre
los patrones de union y posibles funciones de los diferentes dominios conservados de las proteinas
E6 de ciertos tipos de la especie Beta 2. Por otro lado, la proteina E7 de HPV209 contiene un sitio
putativo de union a pRB al igual que los otros miembros de su especie [266]. Esta caracteristica
resulta interesante para investigar el rol que cumplen estos virus en el desarrollo de lesiones
cutaneas teniendo en cuenta que se han identificado altas prevalencias de tipos de la especie Beta 2
en CCE [245] y queratosis actinica [266].

La presencia del sitio de union a pRB en las proteinas putativas E7 de los virus del género Gama
PV es variable. En este sentido, no se lo identificd en la proteina E7 del HPV205, al igual que otros
miembros de la especie Gama 1 [199], pero si fue posible identificar un sitio putativo de unién a
pRB en el HPV210. Un estudio reciente propone que este sitio putativo de unién a pRB se habria
perdido en algin ancestro de los virus de la especie Gama 12, lo cual habria llevado a que aquellos
tipos sin sitio de union a pBR tengan relaciones evolutivas mas cercanas, y viceversa [149]. De esta
manera, el HPV210 se agrupd con aquellos tipos pertenecientes a la especie Gama 12 en los que
este sitio de union estaba presente (HPV132 y HPV148; Figura 24) [199]. En particular, el HPV148
fue caracterizado de una biopsia de queratosis actinica proveniente de un paciente inmunosuprimido
[199], y dado que se trata de una lesion precursora del CPNM, seria interesante investigar los
potenciales oncogénicos de los demas tipos agrupados en la especie Gama 12.

Recientemente se identificaron tipos del género Gama PV que podrian estar relacionados con el
desarrollo de lesiones cutaneas. Particularmente el HPV197 (Gama 24) y los tipos de la especie
Gama 1, donde se agrupa el HPV205, se han asociado con el desarrollo de CCB [136,240].

Los estudios que han aplicado metagendmica para explorar los tipos de HPV presentes en distintas
muestras sugieren que ya se habrian identificado la mayoria de los tipos de Alfa PV [267]. En
cambio, el género Gama PV es altamente divergente y en los ultimos afios se han identificado
numerosos virus agrupados en al menos 27 especies [16]. Ademas, la mayoria de los tipos que aln
guedan por caracterizar pertenecen a este género [39,135]. Esto se refleja en la evolucion del

namero de secuencias de HPV depositadas en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) en donde se

observa que el descubrimiento de nuevos tipos del género Gama PV se ha disparado en los Gltimos
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afios [16]. Estos resultados sugieren que este género ha continuado diversificandose y colonizando
otros sitios anatémicos [20].

Numerosos autores proponen que los PV han evolucionado con sus huéspedes a lo largo de cientos
de afios lo que los ha llevado a tener bajas tasas de evolucion [15,19]. Si bien adn no se ha aislado
ningun tipo recombinante, existen ciertas evidencias que sugieren que la recombinacion seria una
fuerza evolutiva que pudo haber moldeado la filogenia de la familia Papillomaviridae. Las
evidencias de incongruencias filogenéticas en los géneros Alfa PV, [42,156] ipsilon PV y Omicron
PV [153], sumados a los estudios realizados in silico que sugieren la presencia de eventos de
recombinacion ancestral en el género Alfa PV [152,157], refuerzan esta teoria. Considerando que
los reportes sobre recombinacion en el género Gama PV son escasos, exploramos si esta fuerza
evolutiva podria haber influenciado la diversidad genética de este género utilizando una base de
datos actualizada e incluyendo uno de los tipos de Gama PV identificados en este trabajo, el
HPV205.

El uso de un método basado en distancia como el programa RDP4.1 [268] para la identificacion de
eventos de recombinacion requiere que el alineamiento sea confiable, ya que esta herramienta es
extremadamente sensible a los alineamientos erréneos y posiblemente se identificaran las regiones
desalineadas de las secuencias como un evento de recombinacion. Teniendo en cuenta esta
limitacién y considerando que el género Gama PV es altamente divergente [16], se aline6 cada ORF
por separado y se los combind en una secuencia concatenada. Otros estudios han demostrado que la
combinacion de los ORF E1-E2-L1 es adecuada para realizar inferencias filogenéticas cuando se
utiliza una gran cantidad de secuencias de PV de diferentes niveles taxonémicos [150,151]. Por otro
lado, la incorporacion del ORF L2 en el andlisis solo estaria justificada cuando la reconstruccion de
la filogenia de los PV es llevada a cabo en niveles taxonémicos mas bajos [150].

En base a estas consideraciones, exploramos los potenciales eventos de recombinacion en el género
Gama PV (nivel taxonémico bajo) en todas las combinaciones de ORF (E1-E2-L1, E1-E2-L2 y E1-
E2-L2-L1) para reforzar nuestros resultados. De acuerdo al analisis realizado, se detectaron
numerosas sefiales de recombinacion en los ORF por separado y en sus combinaciones (Tabla 26).
Sin embargo, solo dos sefiales estuvieron presentes en todas las combinaciones de ORFs: un evento
putativo intra-especie en la especie Gama 7 y un potencial evento inter-especie entre virus
ancestrales de la especie Gama 24 y Gama 11 que habria dado origen a los tipos actualmente
agrupados en la especie Gama 8. Ambos eventos fueron identificados cuando se realizé el analisis
con los ORFs concatenados, pero no se detectaron cuando se utilizaron los ORF por separado. Esto
podria explicarse por el hecho de que hay menos informacion filogenética en un solo ORF respecto

a la contenida en las secuencias concatenadas.
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Con el fin de confirmar estos resultados, se construyeron arboles filogenéticos utilizando las
regiones de las secuencias parentales menores y mayores por separado para evaluar posibles
incongruencias topoldgicas (Figuras 25 y 26). Este tipo de incongruencias fueron observadas en las
filogenias realizadas con genes tempranos y tardios en los géneros Alfa PV [156], Gama PV [199],
ipsilon PV y Omicron PV [153], y han sido explicadas como potenciales eventos de recombinacion
[150]. En este trabajo, se utilizaron las regiones entre los sitios de recombinacion detectados por el
programa RDP4.1 para realizar la filogenia en lugar de los genes tempranos y tardios. Esta
separacion contendria informacion mas precisa acerca del posible evento de recombinacion.
Algunos de los nodos mas recientes del arbol construido con la region recombinante del evento
inter-especie tuvieron valores de BPP bajos probablemente debido a que las secuencias utilizadas en
el alineamiento eran cortas. Por lo tanto, se construyo un arbol filogenético utilizando Maximum
Likelihood con el programa RAXML [269] confirmando la misma topologia obtenida anteriormente
y con valores de soporte aceptables (> 0.5) en los nodos (datos no mostrados). Los arboles
filogenéticos realizados para el analizar el evento de recombinacion intra-especie en la especie
Gama PV tuvieron valores de BPP altos (Figura 26). Estudios previos realizados por Kohler y cols.
demostraron que el HPV149 era el tipo filogenéticamente més relacionado al HPV109 analizando
los genes tempranos [199]. En este trabajo de tesis se realizd un andlisis similar con una base de
datos actualizada que permitié identificar al HPV170 como un posible virus recombinante cuyos
parentales menor y mayor serian los tipos HPV109 y HPV149, respectivamente (Tabla 26).

Un hallazgo interesante fue la posible recombinacion ancestral que habria originado al HPV129
identificada en el analisis topol6gico del evento intra-especie (Figura 25). EI HPV129 fue
identificado previamente por Kohler y cols., quienes no lograron detectar ningun posible evento de
recombinacién en este tipo [199]. El hecho de que en la base de datos utilizada para realizar el
analisis en este trabajo se haya incluido al HPV175 (parental menor), no disponible cuando el
HPV129 fue caracterizado, hizo posible la identificacion de este evento putativo de recombinacion.
Sin embargo, estos resultados merecen ser investigados profundamente para comprender si son una
evidencia real de recombinacion, una prueba de que los diferentes genes tienen historias evolutivas
distintas o si son un artefacto debido a errores en el alineamiento de las secuencias. Este hecho
expresa la problematica que existe en la deteccién de eventos de recombinacion en los PV. A pesar
de que hay varias evidencias que sugieren que la recombinacion es una fuerza evolutiva importante
en la evolucién de los PV [20,152,159,270] aln no se ha encontrado un método confiable que logre
diferenciar entre verdaderas sefiales de recombinacién y artefactos producidos por los
alineamientos. En cualquiera de los casos, la informacion filogenética del género Gama PV tiende a

incrementar cada afio y aun es incompleta [16,20]. En este sentido existen mas de 150 tipos
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putativos del género Gama PV que aln no han sido caracterizados [17] y méas de 30 tipos putativos
identificados en primates [199] que se agrupan en este. Estos datos sugieren que los HPV podrian
ser polifiléticos si nuevos virus se incorporaran para el analisis filogenético del género Gama PV
[199]. Por lo tanto, deben realizarse mayores esfuerzos para identificar nuevos tipos de PV en
huéspedes de otras especies para tener un panorama completo de este género altamente divergente y
de esta manera entender la evolucion de los Gama PV y sus interacciones con los huéspedes.
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En la primera parte de este trabajo de tesis se optimiz6 el sistema de deteccion de HPV L1HPVPCR
16.4 disefiado previamente en nuestro laboratorio y que, seguln el criterio de competencia de la
WHO HPV LabNet, tenia sensibilidades sub-éptimas para identificar dos de los tipos de HPV mas
prevalentes en carcinomas cervicales, HPV18 y HPV45.

En los afios 2013 y 2014 nuestro laboratorio particip6 en el estudio de competencia de la WHO
HPV LabNet, utilizando el sistema optimizado LIHPVPCR 16.4.1 que resulto ser competente para
la identificacion de 15 tipos de HPV mucosotropicos (HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56,
58, 59, 66, 68). Estos estudios permiten disponer de una herramienta apta para el analisis de la
infeccion por HPV en epitelios mucosos para su aplicacion en la vigilancia epidemioldgica a nivel
molecular en la era de la vacunacién masiva.

La version L1HPVPCR 16.4.1 junto con los cebadores CUT se utilizaron para conocer la
epidemiologia de HPV en cérvix en un grupo de mujeres no vacunadas contra HPV y con
diagnoéstico de patologia cervical de nuestra regién. Utilizando ambas estrategias metodoldgicas
determinamos la prevalencia general de HPV vy tipo especifica pre-vacunal en 115 mujeres que
concurrieron al Servicio de Ginecologia del HEEP. Este analisis determind que el 85% de las
mujeres estaba infectada con al menos un tipo de HPV y que los tipos de HPV mas prevalentes en
esta poblacion fueron el HPV16 (25%) y HPV31 (13%). En total ambos sistemas identificaron 33
tipos diferentes de HPV (17 tipos AR y 15 tipos BR) agrupados en 8 especies del género Alfa PV y
un tipo putativo de Gama PV (GC12_03). De acuerdo al analisis de los tipos presentes en cada una
de las categorias citolégicas, se observé que la prevalencia de HPV aumentd significativamente con
el incremento de la severidad de la lesién y que los tipos AR estaban mayormente asociados a
lesiones H-SIL. Por otro lado, determinamos que la prevalencia de HPV disminuye
significativamente al aumentar la edad. No obstante, las frecuencias de infeccion fueron
relativamente altas en todas las categorias etarias por lo que no fue posible establecer una relacion
con los demas factores y co-factores estudiados.

El analisis de persistencia de la infeccién por HPV en 68 mujeres determind que los tratamientos
recibidos en cada uno de los subgrupos fue el adecuado ya que la mayoria de ellas logré una
evolucién clinica favorable en un tiempo promedio de 24 meses. Solo dos mujeres que recibieron
tratamiento expectante desarrollaron lesiones de mayor gravedad (H-SIL) y 2 mujeres que
recibieron tratamiento quirdrgico tuvieron lesiones de tipo L-SIL al final del periodo estudiado. Por
otro lado, identificamos a los tipos HPV16 y HPV31 como los tipos mas persistentes y mayormente
asociados al desarrollo de lesiones cervicales en esta poblacion.

Los resultados de esta seccidon aportan nueva informacion sobre la prevalencia y persistencia de

tipos de HPV en mujeres no vacunadas con diagnéstico de patologia cervical que residen en la
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provincia de Santa Fe. Este andlisis descriptivo sienta las bases para la vigilancia epidemioldgica
post-vacunacién en nuestra regién de manera de poder evaluar el impacto del programa de
vacunacién implementado en nuestro pais y la posible incorporacién de vacunas multivalentes a
futuro.

En la segunda parte del trabajo utilizamos el sistema CUT para analizar los HPV cutaneotrdpicos
circulantes en nuestra regién, comparando los resultados obtenidos con el sistema de cebadores
FAP, como ensayo de referencia. El analisis de 295 muestras de piel sana expuesta a radiacion solar
determind que los cebadores FAP tenian mayor capacidad para amplificar tipos de HPV, pero que
ambos tenian especificidades diferentes para amplificar tipos de distintos géneros. Por lo tanto, el
uso combinado de ambos sistemas de cebadores constituye la mejor estrategia para analizar los
HPV circulantes en epitelios cutaneos.

Utilizando ambas estrategias de amplificacion se identificaron en total 82 tipos/tipos putativos en
las muestras analizadas: 51 (62%) fueron tipos previamente caracterizados, 31 (38%) fueron tipos
putativos de los cuales 28 habian sido descriptos previamente y 3 fueron tipos putativos nuevos
identificados por primera vez en este trabajo (denominados “tipos EP”’): EPO1, EP04 y EPOS. En
total se identificaron tipos pertenecientes a 4/6 especies conocidas de Beta PV, 4/13 especies
conocidas de Alfa PV y 15/27 especies conocidas de Gama PV confirmando la gran diversidad de
tipos de HPV que infectan la piel.

Seguidamente analizamos la prevalencia de infeccion por HPV en piel sana expuesta a radiacion
solar de individuos inmunocompetentes en 3 estaciones climaticas diferentes. Determinamos que en
primavera la prevalencia fue mayor, aungue no significativamente, respecto a las observadas en
verano e invierno (53.9% vs 44.9% y 47.4%, respectivamente), coincidiendo con el paso del
agujero de ozono por Argentina en esa época del afio. Los tipos méas prevalentes en general fueron
HPV5 y HPV19, ambos de la especie Beta 1. Ademas observamos que los individuos infectados
pasaban mas tiempo al sol (6 hs/semana) que los individuos que fueron negativos a lo largo del
estudio (4 hs/semana), sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Ambos
resultados sugieren que existe una posible relacién entre la exposicion a la luz solar y la infeccién
por HPV.

El estudio de la persistencia de los tipos virales que infectan la piel a largo de las 3 estaciones
climéticas determiné que el 29% de los voluntarios tuvieron infecciones persistentes y que los tipos
del género Beta PV fueron los que se identificaron méas frecuentemente asociados a este tipo de
infecciones. No se logré establecer una asociacion entre el estado de la persistencia de la infeccién
y el tiempo de exposicion al sol. Sin embargo, observamos que la edad de las personas es una

variable que influye significativamente en la adquisicion y en la persistencia de la infeccion de HPV
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en piel. Estos resultados, nos permiten determinar que los HPV pueden propagarse facilmente entre
los individuos y causar infecciones persistentes sin inducir ninglin dafio en el tejido por un periodo
de al menos un afio.

El andlisis de las muestras de hisopado de piel sana con una metodologia genérica y sensible para la
amplificacion de fragmentos largos permitié la completa caracterizacion de 3 tipos nuevos virus.
Dos de ellos (HPV 210 y HPV205) pertenecen a las especies Gama 12 y Gama 1, respectivamente
mientras que el HPV EPO2 pertenece a la especie Beta 1. Los genomas de HPV205, HPV 209 y
HPV 210 tienen 7.298, 7.399 y 7.134 pb, respectivamente, con una organizacion genémica tipica de
los HPV. El andlisis de los genomas de los 3 virus permitié identificar al menos 6 genes que
potencialmente codifican para 4 proteinas tempranas (E1, E2, E6 y E7) y dos proteinas tardias (L1 y
L2). Al igual que los demas miembros del género Beta PV, el genoma de HPV 209 posee ademas
un ORF que codifica para la proteina E4.

Por ultimo, exploramos los posibles eventos putativos de recombinacion que podrian haber tenido
lugar en la historia evolutiva de los Gama PV utilizando una base de datos actualizada y realizando
dos tipos de analisis. En primer lugar se realizd un analisis exploratorio con el programa RDP4.1
con el cual se identificaron 2 eventos putativos de recombinacién con significancia estadistica en al
menos 4 métodos. Uno de los eventos seria una recombinacion inter-especie entre virus ancestrales
de la especie Gama 11 y Gama 24 que habria dado origen a todos los tipos agrupados en la especie
Gama 8. El otro evento putativo seria una recombinacion intra-especie entre el HPV109 (parental
mayor) y HPV 149 (parental menor) que habria dado origen al HPV170 (Gama 7). El segundo lugar
se realizd un andlisis confirmatorio mediante la construccién de arboles filogenéticos con diferentes
partes del alineamiento de los genes concatenados E1-E2-L2-L1 y permitié visualizar las
incongruencias filogenéticas que confirmaron los potenciales eventos de recombinacion
identificados con el programa RDP4.1. El andlisis de incongruencia topoldgica permiti6 ademas
identificar una posible recombinacién ancestral que pudo haber originado al HPV129 (Gama 9) y
que no fue detectado por el programa RDP4.1. Este evento habria ocurrido entre alguno de los virus
de la especie Gama 9 (parental mayor) y el HPV175, un miembro de especie Gama 23 (parental
menor).

En conclusion hemos contribuido al conocimiento acerca de la epidemiologia de las infecciones por
HPV en epitelios mucosos y cutaneos utilizando herramientas de identificacion sensibles y
genéricas desarrolladas por nuestro grupo y que permiten abarcar un amplio espectro de tipos de
distintos géneros y especies. En conjunto estos hallazgos contribuyen a expandir el conocimiento
sobre la diversidad, la filogenia y la historia evolutiva de la familia Papillomaviridae, informacion

esencial para dilucidar el rol que cumplen las infecciones por estos virus en distintos epitelios.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

FACULTAD DE CIENCIAS BIOQUIMICAS Y FARMACEUTICAS .

Suipacha 531 - S2002LRK Rosario - Argentina E‘,‘;H;‘]ﬁ;ﬁ;’:'“
Teléfono Fax: 54 (0341) 480-4592/3 Farmaceuticas

“2012 — ANO DE HOMENAJE AL DR. MANUEL BELGRANO”

Expediente N° 6060/134
Rosario, 18 de junio de 2012.-

VISTO el presente Expediente, mediante el cual la Dra. Adriana Giri eleva su
proyecto titulado: “Epidemiologia molecular de las infecciones causadas por papillomavirus
humanos en diferentes epitelios para la identificacién y caracterizacién de nuevos virus”, y

CONSIDERANDO:

Que la Comisién de Bioética de esta Facultad luego de la evaluacion del
referido proyecto informa que cumple con los requerimientos de dicha Comisién, segun el
Acta cuya copia corre agregada a la presente.

Por ello,

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOQUIMICAS Y FARMACEUTICAS
RESUELVE:

ARTICULQO 1°.- Ratificar la aprobacién en lo que respecta a los aspectos bioéticos del
Proyecto presentado por la Dra. Adriana GIRI, titulado: “EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR PAPILLOMAVIRUS
HUMANOS EN DIFERENTES EPITELIOS PARA LA IDENTIFICACION Y
CARACTERIZACION DE NUEVOS VIRUS".

ARTICULO 2°.- Registrese, comuniquese y archivese.

RESOLUCION N° 324/2012.-
Fdo.) Dr. Esteban C. Serra-Decano
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Expediente N° 6060/134-A
Rosario, 22 de julio de 2013.-

VISTO el presente Expediente, mediante el cual la Dra. Adriana GIRI eleva el
proyecto de Investigacién titulado: “Epidemiologia molecular de las infecciones causadas
por papillomavirus humanos en diferentes epitelios para la identificacion y caracterizacion
de nuevos virus”; y

CONSIDERANDO:

Que la Comisién de Bioética de esta Facultad luego de la evaluaciéon del
referido proyecto informa que cumple con los requerimientos de dicha Comisién.

Por ello,

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOQUIMICAS Y FARMACEUTICAS
RESUELVE:

ARTICULO 1°.- Ratificar la aprobacién en lo que respecta a los aspectos bioéticos del
Proyecto de Investigacion presentado por Ila Dra. Adriana GIRI titulado:
“EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR
PAPILLOMAVIRUS HUMANOS EN DIFERENTES EPITELIOS PARA LA
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE NUEVOS VIRUS”.

ARTICULO 2°.- Registrese, comuniquese y archivese.

RESOLUCION N° 418/2013.-
Fdo.) Dr. Esteban C. Serra- Decano

S COPIA
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Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas
UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO R g
Suipacha 531 - S2002LRK Rosario - Argentina Bioquimicas y
Teléfono/Fax: 54 (0341) 480-4599 __ Farmacéuticas
Correo electronico: secyt@ fbioyf.unr.edu.ar

Referencia : Expte. N° 6060/077
Rosario, 15 de mayo de 2009.-

En el dia de la fecha se reune el Comite de Bioética a fin de revisar el
proyecto presentado por la Dra. Adriana Giri: “Importancia de las infecciones por
papillomavirus humanos en los proceso de transformacion maligna” Expte. 6060/077

Tras el analisis de la documentacion la Comision acuerda que la informacion
remitida cumple con los requisitos para su desarrollo, por tanto se resuelve su
aprobacioén por considerarlo éticamente aceptable.

Por lo anteriormente expuesto, notifiquese a la interesada.

Sin otro particular se imprimen dos copias a igual efecto y del mismo tenor

Firma, Aclaracion y fecha de notificacion
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Granadero Baigorria, 27 de Diciembre de 2005
Ref. Expte. N° 5661/26

Por Mesa de Entradas solicitese al Dr.
MAMPRIN cumplimente lo solicitado por el Comité de Docencia e
Investigacién sobre el proyecto “Analisis del estado fisico
del ADN de papillomavirus humanos de alto riesgo como marcador
de progresién maligna” en providencia fecha 01/12/05.-

DIRECTOR

Hospital Escuela "Eva Peor "
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Ref. Expte.
Granadero Baigorria, 1 de diciembre de 2005

En reunién de Comité de Docencia e Investigacidn

del 1/12/05 se toma conocimiento de nota presentada por el
Dr.Rubén Mamprin D’Andrea,

Tocoginecdlogo, por la cual
solicita se considere el proyecto de titulo “Analisis del
estado fisico del ADN de papillomavirus humanos de alto

riesgo como marcador de progresidén maligna”. Se analiza el
mismo y se aprueba. Se solicita al Investigador Principal
que quede aclarado en el Consentimiento Informado 1la no
afectacién de los derechos previstos para el paciente y que

el mismo por participar en el estudio

no percibira
remuneracién alguna.

2 ! Dr. Juan Carlos A, Griseck,
-5 DIC 2006 ! SN

DIRECTOR ASDCIADO MEDICO

g Hospital Escuela "Eva Perén®
- SR GNENTRAGAE
Pese a: )\« YOOMA .
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ESTUDIO DE PREVALENCIA DE INFECCION POR HPV
EN MUJERES DEL SUR DE LA PROVINCIA DE SANTA FE

Hospital Escuela Eva Peron. G. B. Area Virologia. Fac. Cs.Bqcas. y F.
Departamento de Patologia Cervical I.B.R. Univ. Nac. de Rosario
Cdodigo Paciente:................. Domicilio:......ooviiiiiiii
Fecha Ingreso .../...../ HC....................
Edad.......... Alfabeta S N Afos de Escolaridad.............
Trabaja S N Dentrode lacasa? S N ConRecibo S N
Gestas....... Partos......Abortos......Ceséareas........ Edad Gestacional ........ semanas

Fecha de la Gltima menstruacion ...../...../.....

Fecha del ultimo parto ..../...../.....

Menarca ....... afnos Tabaquismo S N  Tiempo .....

InicioR. S. ...... anos N° de parejas sexuales en los ultimos 3 afios .......
Nueva pareja sexual en el Gltimo afio S N

MAC masusado....................... Tiempo ...............

MACactual ............ccoovvinnnnnnn. Tiempo................

Antecedentes Quirudrgicos

Antecedentes Clinicos

Antecedentes de ITS
Retrovirus Positivo Negativo

Estado Vacunacion HPV
N°de PAPs realizados ................ Tiempo desde ultimo PAP negativo ............

PAP ingreso al protocolo ..............

Médico responsable de ingreso al protocolo:

147



Anexo |

CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO
(Expte. N° 6060/050 - Expte. N° 5858/1)

Se la invita a participar en un estudio encaminado a determinar la presencia de
papillomavirus humanos en mucosa de cuello de Utero.

Los papillomavirus humanos son virus que se transmiten por contacto sexual y producen
lesiones (tipo verruga) en las mucosas que infectan. Si bien la mayoria de estos microbios
no producen enfermedad, existen algunos tipos que si lo hacen aumentando la probabilidad
de desarrollar tumores. Por lo tanto es importante identificar el tipo de papillomavirus que
afecta la lesion para aplicar tratamientos terapéuticos adecuados.

Usted ha sido seleccionada como candidata a participar de esta investigacion en razon que
Ud. ha presentado o presenta lesiones asociadas a papillomavirus. Si Ud. decide participar
en este estudio, la muestra que se le tomara para el Papanicolaou o para analisis histoldgico
sera también utilizada para el analisis que permite determinar la presencia de
papillomavirus humanos en mucosa de cuello de Utero. Todos sus datos seran guardados en
forma confidencial y su nombre no sera revelado. Tanto su decision de participar o no en
este estudio como su renuncia al mismo en cualquier momento no afectaran su derechos
como paciente a ser tratada y controlada.

Cabe aclarar que Ud. no recibira remuneracion alguna por participar en este estudio.

YO0, it , manifiesto que he sido informada de lo expresado mas
arriba y otorgo mi consentimiento de participar voluntariamente en la investigacion titulada
“Importancia de las infecciones por papillomavirus humanos en los procesos de
transformacion maligna”™.

Fecha:

Firmay Aclaracion del Paciente

Firmay Aclaracion del Testigo

Firma del Investigador Responsable Firma del Ginecdlogo Responsable
Dra. Adriana Giri Dr. Rubén Mamprin D’ Andrea
Profesora Adjunta Ginecotlogo

Area Virologia Servicio de Patologia Cervical
IBR-Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas Hospital Escuela “Eva Peron”
Universidad Nacional de Rosario San Martin 2146

Suipacha 531, 2000 Rosario Granadero Baigorria

TE: +54-0341-435 6369 Interno 134 TE: +54-0341-471 0940

Fax: +54-0341-439 0465 Fax: +54-0341-471 3815
agiri@fbioyf.unr.edu.ar rmamprin@yahoo.com.ar
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Anexo |

Cuestionario

“Epidemiologia molecular de las infecciones causadas por papillomavirus humanos en diferentes
epitelios para la identificacion y caracterizacion de nuevos virus”

Nombre del Voluntario:

Caodigo del Voluntario:

Género:

Edad:

E-mail:

Lugar de Nacimiento:

¢Recibe tratamiento inmunosupresor?

Si respondi6 S, indique la causa

Tiempo con tratamiento inmunosupresor
¢Se expone regularmente al sol o luz artificial?
¢Cuantas horas por semana?

¢Utiliza protector solar?

Sl
Otro

Sol
Hs

Sl

NO
Transplante
Renal

luz artificial
Primavera
Otofio
NO

Enfermedad
Autoinmune

Ninguno
Verano
Invierno
Factor?
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Anexo |

CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO

Se invita a Ud. a participar en un estudio encaminado a determinar la presencia y permanencia de
papillomavirus humanos en piel.

Los papillomavirus humanos que infectan la piel son virus altamente prevalentes en la piel sana,
donde establecen infecciones que en su mayoria no producen enfermedad.

Si Ud. decide participar en este estudio, se le tomaran muestras con un hisopo himedo de una zona
de la piel expuesta al sol (frente). Para poder determinar la permanencia de los papillomavirus
humanos se tomara una muestra cada 3 meses por un periodo de 1 afio (4 muestras totales).

Todos sus datos seran guardados en forma confidencial y su nombre no sera revelado en caso de
inspeccion. Tanto su decisién de participar 0 no en este estudio como su renuncia en cualquier
momento no afectaran sus derechos de confidencialidad.

D o TSSOSO , Mmanifiesto que he sido informado/a de lo
expresado mas arriba y otorgo mi consentimiento de participar voluntariamente en la investigacion
titulada “Epidemiologia molecular de las infecciones causadas por papillomavirus humanos en
diferentes epitelios para la identificacién y caracterizacién de nuevos virus”.

Fecha:

Firma del participante

Aclaracién del participante

Firma del Investigador Responsable
Dra. Adriana Giri
Profesora Adjunta
Area Virologia
IBR-Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas
Universidad Nacional de Rosario
Suipacha 531, 2000 Rosario
TE: +54-0341-435 0661 Interno 134
Fax: +54-0341-439 0465
giri@ibr-conicet.gov.ar
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Anexo 11

Certificado de competencia del sistema
L1iHPVPCR 16.4 otorgado por la WHO HPV
LabNet en los afos 2013-2014
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Professor Joakim Dillner

WHO HPV Laboratory Network (LabNet)
HPV DNA Proficiency Study 2013

Dr Adriana Giri

IBR-Conicet / School of Biochemistry and Pharmaceutical Sciences
Rosario National University, Suipacha 531

2000 Rosario

Argentina

We appreciate your participation in the WHO HPV LabNet Proficiency Study.

Herewith, we enclose the results of your laboratory in the testing of the 2013 WHO HPV LabNet
HPV DNA proficiency panel.

A test is regarded as proficient in typing if it can detect 50 International Units (IU) /5 ul of HPV 16
and HPV 18 DNA, and 500 genome equivalents (GE) / 5 ul of the other HPV types included in the
panel both in samples with single and multiple plasmids.

In addition, the specificity of the reported types should be >97 % (i.e. at most 1 false positive
result).

Accordingly, your data set using the LLHPVPCR 16.4 assay is proficient for detection of HPV 6,
11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 66, 68b

Should you have any technical questions, please contact Dr Joakim Dillner at joakim.dillner@ki.se.

An overall summary report of this proficiency study will be prepared and sent to you in due course.

Sincerely Yours

Joakim Dillner

International HPV Reference Center, Karolinska Institutet, Department of Laboratory Medicine,
Karolinska University Hospital Huddinge, 141 86 Stockholm, Sweden
Visiting address Division of Pathology, F56
Phone +46 8 58581168 Fax +46 8 58587730 E-mail Joakim.Dillner@ki.se
Reg. nr.: SE202100297301
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Anexo 11

Annex 1: Your results in relation to the contents of the proficiency panel.

Panel ID HPV type(s) in the panel Content Your results
(1U or GE per 5 pl) L1IHPVPCR 16.4
5 ul input volume

1 58 50 58

2 18 50 18

3 39, 45, 52, 56, 68b 500 39, 45, 52, 56, 68

4 33 50 33

5 52 500 52

6 68b 500 68

7 6 500 6

8 39 50 Negative

9 66 500 66

10 35, 59, 66, 68a 500 35, 66

11 16 50 16

12 31 50 31

13 52 50 52

14 68a 500 Negative

15 negative 0 Negative

16 51 500 Negative

17 31 500 31

18 11, 31, 33, 58 500 11, 31, 33, 58

19 56 50 56

20 68b 50 68

21 35, 59, 66, 68a 50 35, 66

22 6 50 6

23 45 50 45

24 59 50 Negative

25 39, 45, 52, 56, 68b 50 39, 45, 52, 56, 68

26 18 50 18

27 35 50 35

28 59 500 Negative

29 6, 16, 18, 51 500 6, 16, 18

30 16 5 16

31 35 500 35

32 58 500 58

33 11, 31, 33, 58 50 11, 31, 33, 58

34 11 50 11

35 45 500 45

36 66 50 66

37 6, 16, 18, 51 50 6, 16, 18

38 11 500 11

39 33 500 33

40 39 500 39

41 56 500 56

42 68a 50 Negative

43 51 50 Negative

A none 0 Negative

B 16 2500 16

C 16 25 Negative
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Professor Joakim Dillner

WHO HPV Laboratory Network (LabNet)
HPV DNA Proficiency Study 2014

ADRIANA A. GIRI

VIROLOGY AREA/MICROBIOLOGY
SUIPACHA 590

2000 ROSARIO

ARGENTINA

We appreciate your participation in the WHO HPV LabNet Proficiency Study.

Herewith, we enclose the results of your laboratory in the testing of the 2014 HPV LabNet HPV
DNA proficiency panel.

A test is regarded as proficient in typing if it can detect 50 International Units (IU) /5 ul of HPV 16
and HPV 18 DNA, and 500 genome equivalents (GE) / 5 ul of the other HPV types included in the
panel both in samples with single and multiple plasmids.

In addition, the specificity of the reported types should be >97 % (i.e. at most 1 false positive
result).

Accordingly, your data set using the L1.HPV PCR 16.4 assay is proficient for detection of HPV 6,
11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66, and 68b.

Should you have any technical questions, please contact Dr Joakim Dillner at joakim.dillner@ki.se.

An overall summary report of this proficiency study will be prepared and sent to you in due course.

Sincerely Yours

Joakim Dillner

International HPV Reference Center, Karolinska Institutet, Department of Laboratory Medicine,
Karolinska University Hospital Huddinge, 141 86 Stockholm, Sweden
Visiting address Division of Pathology, F56
Phone +46 8 58581168 Fax +46 8 58587730 E-mail Joakim.Dillner@ki.se
Reg. nr.: SE202100297301
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Anexo 11

Annex 1: Your results in relation to the contents of the proficiency panel.

Panel ID | HPV type(s) in the Content Your results
panel (IU or GE per 5 ul) L1 HPV PCR 16.4
5 ul input volume

1 16, 33, 45, 51 500 16-33-45
2 negative 0 Negative
3 51 50 Negative
4 16 50 16
5 39 500 39
6 58 500 58
7 35, 39, 59, 66, 68b 500 35-39-59-66-68
8 68a 500 Negative
9 51 500 Negative
10 31 500 31
11 16 5 16
12 35 50 35
13 66 50 66
14 6, 56, 58, 68a 50 56-58-6
15 11 50 11
16 45 50 45
17 58 50 58
18 68b 50 Negative
19 6 500 6
20 39 50 39
21 66 500 66
22 11, 18, 31, 52 50 11-18-31-52
23 31 50 31
24 56 500 56
25 68b 500 68
26 33 50 33
27 6, 56, 58, 68a 500 6-56-58
28 11 500 11
29 52 500 52
30 11, 18, 31, 52 500 11-18-31-52
31 18 5 Negative
33 59 50 Negative
34 35, 39, 59, 66, 68b 50 35-39-66-68
35 18 50 18
36 56 50 56
37 68a 50 Negative
38 6 50 6
39 59 500 59
41 16, 33, 45, 51 50 16-33-45
42 33 500 33
43 35 500 35
A 16 2500 16
B 16 25 16
C none 0 NEGATIVE
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