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Resumen

Tanto el virus Herpes humano 6 (HHV-6) como el virus Herpes humano 7 (HHV-7) tienen
alta prevalencia en la poblacion mundial. Producen infeccion persistente en células
epiteliales de mucosas y glandulas salivales.

Asociados con diferentes procesos oncogénicos pueden infectar productivamente células
inmortalizadas por Virus Papiloma Humano (HPV), lineas celulares de carcinoma cervical,
transactivar la expresion de genes virales y de ARN viral que codifican para las
oncoproteinas E6 y E7 y ademads, acelerar el crecimiento de tumores en ratones.

Por otra parte, la infeccion genital por HPV puede inducir lesiones intraepiteliales
escamosas de distinto grado de malignidad hasta llegar a causar cancer cervical. Las
lesiones causadas por este virus han sido clasificadas, histopatolégicamente, segun el
criterio de Bethesda, como lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) y
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL). Sin embargo, el prolongado
intervalo de tiempo entre la entrada del virus y la transformacion maligna de las mismas
hace pensar que este proceso de carcinogénesis depende de la concomitancia de otros
factores, como infecciones aliin no caracterizadas. La hip6tesis de este trabajo sostuvo que
tanto el HHV-6 como el HHV-7 infectan las células epiteliales de la mucosa cervical y
actlian como cofactores en la transformacion maligna que causa la infeccion por HPV. El
objetivo fue determinar la infeccion por HHV-6 y HHV-7, en la mucosa cervical de
mujeres (entre 19-45 afios de edad) que estudiadas histologicamente, resultaron sin lesiones
visibles o con distinto grado de atipia y la asociacion entre estos herpes virus y la
infeccion por HPV.

Se estudiaron muestras cervicales, las cuales fueron agrupadas de la siguiente manera:
grupo 1: (n=29), correspondientes a citologia normal; grupo 2: (n= 61), correspondientes a
muestras LSIL; grupo 3: (n= 35), correspondientes a muestras HSIL. En todas las muestras
se realizé biologia molecular en busca de ADN de HHV-6, HHV-7 y HPV.

Los resultados fueron: grupo 1(todas HPV negativas): HHV-6: 6,8% (2/29), HHV-7: 79,3%
(23/29); grupo 2: LSIL HPV negativas: HHV-6: 93,1%(27/29), HHV-7: 96,5%(28/29);
LSIL HPV positivas: HHV-6 0%(0/32), HHV-7 90,6%(29/32); grupo 3: HSIL HPV



negativas: HHV-6: 20%(2/10), HHV-7: 70%(7/10); HSIL HPV positivas: HHV-6:
12%(3/25), HHV-7: 68%(17/25).

Conclusiones: (i)Tanto HHV-6 como HHV-7 infectan las células de la mucosa cervical con
mayor prevalencia de HHV-7 (i) La mayor prevalencia de HHV-6 en muestras LSIL HPV
negativas, con respecto a aquellas con citologia normal, lo haria un posible factor de riesgo
para la produccion de atipia (i) La ubicuidad de HHV-7 en todas las muestras pone en duda
su rol patogénico en la produccién de atipia (i) No se observé asociacién entre las
infecciones de HHV-6, HHV-7 y HPV que avale el riesgo en la progresion de las lesiones
a la malignidad (i) La presencia de HHV-6 y HHV-7 pondria, a la mucosa cervical, como

probable via de trasmision de estos virus.



Abstract

Both the Human Herpes Virus 6 (HHV-6) and the Human Herpes Virus 7 (HHV-7) have a
high prevalence in the world population. They produce persistent infections in epithelial
mucous cells and in salivary glands. When linked to different oncological processes, they
can productively infect cells which have been immortalized by the Human Papilloma Virus
(HPV), and circular lines of the cervical carcinoma; they can transactivate the viral genes
expression/the expression of viral genes and the viral RNA that codify for the oncoproteins
E6 and E7; and, furthermore, they can accelerate the growth of tumors in mice.

On the other hand, the genital infection caused by HPV can lead to squamous intraepithelial
lesions of different degrees of malignancy even to cause cervical cancer. The lesions caused
by this virus have been classified, histopathologically, according to the Bethesda criteria, as
low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) and high-grade squamous intraepithelial
lesion (HSIL). However, the extended period between the entering of the virus and the
malign transformation of the cells suggests that this process of carcinogenesis depends on
the concomitance of other factors such as infections which have not been characterized yet.
This research’s hypothesis upheld that both the HHV-6 and the HHV-7 infect the epithelial
cells of the cervical mucous and they act as co-factors in the malign transformation caused
by HPV infection. The aim was to determine, in the healthy cervical mucous, the HHV-6
and HHV-7 infection, and in mucous with different degrees of atypia, the association
between the infection caused by these viruses and HPV.

Cervical samples were examined and grouped as follows: group 1: (n=29) corresponding to
normal cytology; group 2: (n=61) corresponding to LSIL samples; group 3: (n=35)
corresponding to HSIL samples. Molecular biology was carried out in all samples in order
to find/in search of HHV-6, HHV-7 and HPV ADN.

The results obtained were: group 1(HPV negative): HHV-6: 6,8% (2/29), HHV-7: 79,3%
(23/29); group 2: LSIL HPV negative: HHV-6: 93,1% (27/29), HHV-7: 96,5% (28/29);
LSIL HPV positive: HHV-6 0% (0/32), HHV-7 90,6% (29/32); group 3: HSIL HPV



negative: HHV-6: 20% (2/10), HHV-7: 70%(7/10); HSIL HPV positive: HHV-6: 12%
(3/25), HHV-7: 68% (17/25).

Conclusions: (i) both HHV-6 and HHV-7 infect the cervical mucous cells with a greater
prevalence of HHV-7 (i) The greater prevalence of HHV-6 in LSIL HPV negative samples
in relation to the normal cytology would make it a possible risk factor for the production of
atypia (i) the omnipresence of HHV-7 in all samples questions its pathological role in the
production of atypia (i) It could not be determined the association in the prevalence of
HHV-6 and HHV-7 and HPV that supports the risk in the development of the lesions into
malignancy (i) the presence of HHV-6 and HHV-7 would place, the cervical mucous, as a

possible transmission path for these viruses.



Capitulo 1

INTRODUCCION




1.1 INTRODUCCION

¢Qué son los virus? ;Tienen o han tenido un papel relevante en la evolucion?
¢Pueden considerarse necesarios y benéficos en su relacion con el hospedero o es que su
presencia lleva siempre implicito un riesgo?

Estos interrogantes siguen vigentes, alin cuando los virus han acompafado al
hombre desde la antigliedad, que junto a él han evolucionado y que las enfermedades
producidas por ellos han podido ser descriptas con total fidelidad desde la época de los
faraones egipcios (1580-1300 a.c).

¢ Qué es lo que sabemos de los virus?

Son estructuras bioldgicas metaestables, es decir, que en contacto con su receptor
tienen la posibilidad de variar la cohesion de sus subunidades lo que les permite
interaccionar con la célula y penetrar en ella a través de los méas variados y creativos
mecanismos. De este modo, cuando encuentra una célula con receptores adecuados,
experimenta cambios en su estructura molecular que le permiten utilizar los mecanismos
de trafico intracelular. Ahora, el llamado virus, si la célula es permisiva, tiene la posibilidad
de continuar su replicacion y utilizar las diferentes vias metabodlicas celulares, las cuales
pueden tanto posibilitar como restringir su capacidad reproductiva. Si el virus se
multiplica y acumula en la célula, ésta cambia su fenotipo, se produce la lisis celular y la
liberacion de numerosos viriones que inician la blsqueda de un nuevo hospedero
susceptible, el virus se transmite entre hospederos que ain no han tenido contacto con el
microorganismo. Es la respuesta inmune la que limitara esta secuencia de pasajes de un
hospedero a otro, pudiendo dejar al virién sin hospederos susceptibles. Este modelo de
replicacion, limitado en el tiempo, caracteriza una infeccion aguda viral, donde se produce
una intensa replicaciéon y una elevada produccion de particulas virales con capacidad
infectante.

Sin embargo, se pueden establecer entre el virus y el hospedero otras interacciones

en las cuales, luego del ingreso de la particula viral, acontecen situaciones diametralmente
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opuestas, esto es, la disminucion o desaparicion de la sintesis de proteinas virales.

Esta situacion muestra al agente como en “espera”. De hecho, en el reino animal,

numerosos predadores esperan la presa, asi como otros animales hibernan cuando las
condiciones no son favorables. Es asi que refiere Katze y col. (1), “no debiera
sorprendernos que algunos microorganismos esperan en el hospedero momentos
favorables para su reproduccion”. Algunos virus, luego de la infeccion aguda, también
esperan en el hospedero como una parte de su ciclo de multiplicacién.
Esta espera es un mecanismo evolutivo utilizado por algunos linajes virales, en particular
por los virus ADN, los cuales son virus que poseen un genoma viral grande, que replican en
el nicleo de la célula eucariota y que han tenido por lo tanto, a lo largo de la evolucién, la
posibilidad de adquirir genes del hospedero y a partir de esto mimetizar, bloquear y regular
procesos celulares. Son éstos, los que van a incidir directamente en la sobrevida del virus
y en la posibilidad de aumentar su diseminacion célula a célula. Las interacciones que asi
se generan con el hospedero se prolongan en el tiempo estableciendo una forma persistente
de interaccion.

Este comportamiento, que permite al genoma viral permanecer en el nicleo de la
célula hospedera ya sea integrado al cromosoma o en forma episomal, es uno de los
factores que ha permitido relacionar a las infecciones virales con los procesos malignos.

El criterio con mas frecuencia usado para determinar causalidad en los procesos
oncogeénicos, es la demostracion de una consistente asociacion, tanto epidemiolégica como
molecular, con la oncogenicidad del agente, que se prueba, tanto en modelos animales
como en cultivos celulares (2).

La primera evidencia de la etiologia viral en el origen del cancer fue en 1907, con el
trabajo de Ciuffo y col. (3), quienes demostraron que filtrados libres de células y
provenientes de verrugas humanas podian ser trasmitidas a hospederos susceptibles.

En 1965, Epstein y colaboradores (4) identifican con microscopia electrénica de trasmision
una particula con caracteristicas semejantes a un herpesvirus que estaba presente en una
linea celular establecida a partir del un linfoma Burkitt. Posteriormente este virus,
denominado Epstein Barr, fue asociado a carcinoma nasofaringeo, linfomas pos trasplante y
algunos linfomas Hodgkin, representando el primer virus reconocido como agente

etiolégico de procesos malignos.
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En 1974, Zur Hausen, (5,6), propone al Virus Papiloma Humano (HPV) como
agente etioldgico del cancer de cuello uterino involucrando, especialmente, a los genotipos
16 y 18 (7). Este virus causa la infeccion de trasmision sexual mas prevalente en todo el
mundo, afectando con mayor frecuencia a mujeres jovenes. La infeccion primaria
generalmente revierte espontdneamente, pero si esta infeccién se prolonga en el tiempo, la
persistencia, especialmente si los genotipos involucrados son aquellos que han sido
marcadamente asociados a lesiones malignas, lleva a la integracion del genoma viral en el
cromosoma de la célula hospedera y la posterior expresion de las oncoproteinas E6 y E7
(8).

Como consecuencia de la infeccion por HPV, se desarrollan displasias en las células
cervicales, las que se manifiestan por alteraciones en la forma, tamafio y organizacion del
epitelio. Actualmente, estas lesiones han sido agrupadas en base al diagndstico cito-
histologico, segun el criterio Bethesda 2001 como: células Sin Alteracion Neoplasica ni
Efectos Citopaticos Compatibles con HPV (Normales), Células Escamosas Atipicas de
Importancia Indeterminada (ASCUS), Lesiones Intraepiteliales escamosas de Bajo Grado
(LSIL), Lesiones Intraepiteliales escamosas de Alto Grado (HSIL) y Carcinoma de Células
Escamosas (SCC) (9).

Alrededor de 5 millones de mujeres en todo el mundo se infectan con HPV cada
afio, la mayoria de ellas, aproximadamente un 80%, pueden eliminar la infeccion, pero hay
un porcentaje que eventualmente desarrollaran cancer de cuello estando la mayoria de los
casos relacionados con 15 genotipos virales que son los considerados con mayor capacidad
transformante y de produccion de lesiones HSIL (10-12). La mayoria de los genotipos
relacionados con la produccion de estas lesiones, que son las que tienen méas posibilidades
de evolucionar a un cancer, estan filogenéticamente relacionados, asi con el HPV 16 se
relacionan los genotipos 31, 33, 35, 52 y 58 mientras que con el HPV18 lo hacen los
genotipos 39, 45, 59 y 68 (13).

Sin embargo, el amplio intervalo de tiempo que transcurre entre la entrada del virus
y la transformacion maligna de las lesiones que produce, asi como la cantidad de mujeres
infectadas con estos tipos de HPV oncogénicos, que pese a esto, no desarrollaran el cancer
cervical, ha dado en suponer a diferentes grupos de investigadores que la infeccién por

HPV es necesaria pero no suficiente.
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Se ha tratado de determinar, entonces, distintas circunstancias que pudieran actuar
como co- factores o iniciadores de los procesos de transformacion oncogénica considerando
caracteristicas propias del hospedero, factores ambientales asi como la co infeccidon con
otros agentes infecciosos (14).

En este contexto, siempre se consider6 al Virus Herpes simplex tipo 2 con
capacidad para actuar como iniciador o co-factor en el desarrollo del cancer de cuello (15,
16) mientras que, los otros herpesvirus, con quienes mantiene altos niveles de homologia
genética, no han sido todavia suficientemente estudiados en este sentido (17).

Los virus agrupados en la familia Herpesviridae, que remontan su origen a 400
millones de afios atras (18) a diferencia de otras especies virales que han evolucionado
rdpidamente diseminando nuevos genotipos en las poblaciones susceptibles, se han
mantenido relativamente estables en sus hospederos naturales (19). Histéricamente la
familia Herpesviridae, ha sido definida basandose en la arquitectura del virién, en el
grafico 1 se encuentra representada la estructura y componentes de la particula viral. Esta
constituida por (i) core, que contiene un ADN lineal de doble cadena que rapidamente se
circulariza dentro del ndcleo cuando es liberado (20, 21,22), (ii) cépside, icosahédrica de
125 nm de diametro que contiene 161 capsdémeros (22), (iii) tegumento, material amorfo,
de espesor variable, de estructura proteica, que se ubica entre la nucleocapside y la
envoltura y que contiene mas de 20 proteinas codificadas por el virus (23) y (iv) envoltura,
una estructura trilaminar, que deriva de restos de la membrana celular de la célula
hospedadora y que obtiene a medida que se produce el ensamblaje y liberacion de los

virus. Posteriormente el virus la modifica al insertar sus glicoproteinas (24).
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Graéfico 1. Representacion esquematica de la estructura de una particula viral de herpesvirus.

Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, tan es asi, que la mayoria de las
especies animales son portadores de al menos uno, habiéndose identificado hasta el
momento 200 tipos diferentes. Dentro de la familia Herpesviridae 9 han sido reconocidos
como patdgenos humanos: Herpes simplex 1 (HSV-1), Herpes simplex 2 (HSV-2), virus
Varicela-zoster (VZV), virus de Epstein-Barr (EBV), Citomegalovirus humano (HCMV),
Herpesvirus humano-6A, 6B y 7 (HHV-6A, HHV-6B, HHV-7) y Herpesvirus asociado al
sarcoma de Kaposi (HHV-8).

De la misma manera que comparten la estructura que los caracteriza y agrupa,
comparten propiedades bioldgicas tales como: (i) poseer una gran cantidad de enzimas
involucradas en el metabolismo y sintesis del ADN viral, asi como en el procesamiento de
las proteinas, (ii) la transcripcion de los genes, la sintesis del acido nucleico, asi como el
ensamblaje de la capside ocurre en el nicleo, mientras que una parte del tegumento y
de la envoltura la adquieren en el citoplasma, (iii) la produccion de la progenie
viral se acompafia, generalmente, con la destruccion de la célula infectada y
finalmente (iv) establecen un estado de latencia como mecanismo para persistir durante
toda la vida del hospedero.
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Originalmente fueron clasificados en una Unica familia pero actualmente y con la
posibilidad que tenemos de conocer las secuencias nucleotidicas, ha permitido establecer
un nuevo orden: los Herpesvirales (25, 26), que incorpora tres familias virales:
Herpesviridae (que infectan mamiferos, aves y reptiles), Alloherpesviridae (que infectan

peces y anfibios) y Malacoviridae (cuyos hospedero son los bivalvos).

. Herpesvirales
o Herpesviridae
o Alloherpesviridae
o Malacoviridae

La familia Herpesviridae, a su vez, se divide en tres subfamilias:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae.

La subfamilia Alphaherpesvirinae tiene un rango de hospederos variable, su ciclo
de replicacion es relativamente corto, se diseminan rapidamente en el cultivo, generan una
efectiva destruccion de la célula hospedadora y establecen infecciones latentes
principalmente, aunque no en forma exclusiva, en ganglios sensitivos.

La subfamilia Betaherpesvirinae tienen un rango restringido de hospederos, el
ciclo reproductivo es largo, la infeccion progresa lentamente en los cultivos y las
células infectadas frecuentemente sufren agrandamiento. Establecen infecciones
latentes en glandulas salivales, rifion y linfocitos.

Finalmente la subfamilia Gammaherpesvirinae que “in vitro” replican en células
linfoblastoides y algunos causan infecciones liticas en células epiteloides o fibroblasticas,
suelen tener como blanco el tejido linfoide, en particular los linfocitos T o B (27). A

continuacion se muestran los géneros que tiene incidencia en la patologia humana.
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Herpesviridae

Alphaherpesvirinae

> Simplexvirus 1 (HSV-1)
> Simplexvirus 2 (HSV-2)
> Varicellovirus (VZV)

Bethaherpesvirinae

»  Citomegalovirus (HCMV)

> Roseolovirus

Herpesvirus humano -6 (HHV-
6)
Herpesvirus humano-7 (HHV-7)

Gammaherpesvirinae

» Lymphocriptovirus

Epstein-Barr virus
(EBV)
» Rhadinovirus
Herpesvirus
asociado al Sarcoma de
Kaposi (KSVH)

Todos los miembros de esta familia establecen con su hospedero susceptible un
modelo de infeccion persistente, de tal manera que el virus permanece en el interior de la

célula en un estado de inactividad aparente, donde sélo va a expresar una pequefia cantidad
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de genes virales que codifican para algunas proteinas que son las que permiten la
permanencia, esta situacion se denomina infeccion no productiva.

A este estado de inactividad puede luego seguir un estado de reactivacion, en el que
se generan nuevas particulas virales completas e infectantes, denominado infeccion
productiva.

Esta reactivacion, que caracteriza el modelo latente, puede o no terminar en
enfermedad ya que se combinan el dafio celular y tisular producido directamente por la
destruccion causada por el virus y la respuesta inmune del hospedero desencadenada por
la replicacion litica (28).

Dentro de la subfamilia Bethaherpesvirinae, para este trabajo se destaca el género
Roseolovirus, conformado por Virus herpes humano- 6 (HHV-6) y Virus herpes humano -7
(HHV-7).

El HHV-6, fue aislado por primera vez en 1986 a partir de cultivos de células
mononucleares de sangre periférica de seis pacientes que padecian diferentes desérdenes
linfoproliferativos, los que incluian linfoma de células B, Sindrome de inmunodeficiencia
adquirida, linfoma y leucemia linfocitica aguda. Estos cultivos manifestaban un efecto
citopatico caracterizado por agrandamiento celular y /o células binucleadas con la presencia
de inclusiones intranucleares y/o intracitoplasmaticas. Mediante microscopia electronica se
caracterizo la presencia de particulas virales cuyo nombre inicial fue Virus Linfotropico B
Humano (HBLV) incluyéndolo, en la por entonces, familia Herpesviridae por sus
caracteristicas morfoldgicas (29, 30).

Resultados obtenidos posteriormente por diferentes laboratorios, indicaron que este

nuevo virus descripto se multiplicaba en linfocitos T cpa* (31, 32).

Como resultado de estas observaciones se propuso el cambio de designacion a Virus
herpes humano 6 (HHV-6), un nombre independiente del tropismo celular y en acuerdo con
las disposiciones del Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) (33, 34).

Luego, a partir de diferentes estudios se reconocieron dos variantes, A (HHV-6A) y
B (HHV-6B), basandose en las diferencias que involucran propiedades del crecimiento “in
vitro”, en la longitud de los fragmentos de restriccion que se obtuvieron de los estudios de
polimorfismo, en la respuesta dada a anticuerpos monoclonales y en el tropismo celular
(35).
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En febrero de 2012, el ICTV, dispuso la creacion de las especies Herpesvirus
humano 6A y Herpesvirus humano 6B en el género Roseolovirus removiendo la
designacion de Herpesvirus humano 6 del género y designando al HHV-6A como especie
tipo del género (36-39).

El HHV-7, fue aislado por primera vez en 1990 a partir de linfocitos T cpat
de sangre periférica de individuos sanos, en el curso de una investigacion para Virus de la
inmunodeficiencia humana. Se observo que estos linfocitos, no infectados, manifestaban
espontaneamente efecto citopatico. Mediante el uso de enzimas de restriccién y pruebas de
hibridacion se determiné que era diferente de HHV-6 y de otros herpesvirus. Siguiendo la
taxonomia de la familia se le adjudicé el nombre de Herpesvirus humano 7 (40).

Las especies HHV-6A, HHV-6B y HHV-7, estan intimamente relacionados desde lo
epidemioldgico y molecular, ya que tienen alta prevalencia en la poblacion sana (méas del
90%), establecen un modelo de infeccidn persistente manifestando latencia en macrdfagos
y linfocitos T, son frecuentemente eliminados a través de la saliva de los individuos
infectados (41), la primoinfeccion se produce en la primera infancia (antes de los 2 afios) y
su potencial patogénico puede variar entre frecuentes infecciones asintomaticas y raras
situaciones de enfermedad severa (42, 43).

El tropismo celular de HHV-6 son las células linfoideas, las células endoteliales, el
higado, células epiteliales, el sistema nervioso central y las glandulas salivales. El
tropismo celular de HHV-7 “in vivo” son los linfocitos T CD4+ y las células epiteliales
de las glandulas salivales (44-46).

La historia natural de la infeccion por HHV-6 y HHV-7 comienza con una infeccion
primaria, que ocurre en la primera infancia, se caracteriza por ser productiva, un modelo
agudo de replicacion viral. En ésta, el virus que ha ingresado a través de la saliva en el
momento del contacto, comienza a replicar en el tracto respiratorio superior y las células
linfocitarias presentes en las amigdalas y en el epitelio olfatorio de la cavidad nasal.

Desde este sitio se produce una fase virémica que lo disemina a numerosos 6rganos
como el sistema nervioso central, rifiones, pulmones, nddulos linfaticos, médula 6sea y los
diferentes clones celulares del sistema inmune: linfocitos T, monocitos y células
citotoxicas naturales (NK) (42).

La primoinfeccion puede ser asintomatica, sin embargo, una proporcion
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importante de infectados, que puede rondar entre el 40 al 48%, desarrolla un cuadro
exantematico conocido como Exantema subito o Roseola infantil (47, 48), caracterizado
por un periodo de incubacion de 10 dias seguido por un sindrome febril (39-40°C) que
persiste 3-7 dias luego de lo cual aparece  un exantema eritemato-macular (similar a
Rubeola) o papular (similar a Sarampién) que involuciona en 48hs.

Puede también presentarse en forma menos caracteristica con fiebre y convulsiones
0 trastornos gastrointestinales inespecificos como diarrea y vomitos. La asociacion con
cuadros graves como meningoencefalitis, encefalitis 0 sindromes hematoldgicos es muy
poco frecuente como manifestacion de primoinfeccion (49-51). También estan implicados
en el sindrome mononucledsico, asi como en complicaciones neuroldgicas y encefalitis
tanto en inmunocompetentes como en inmunocomprometidos, ya que el sistema nervioso
central es uno de los sitios blanco de estos virus (48,52, 53).

Luego de la primoinfeccion comienza la persistencia del virus, que le permite
mantenerse en forma indefinida dentro de las células de su hospedero y a partir de ellas, en
algiin momento, poder reactivarse.

El HHV-6 permanece en estado episomal y es el gen U94 quien juega un importante
rol en el establecimiento y mantenimiento de la latencia (54, 55). La reactivacion ocurre a
través de la transcripcion de genes IE (immediate-early gene) en las regiones EI1 y EI2
seguidos de los efectos de la transactivacion de las células y/o de los factores virales cuya
naturaleza todavia son desconocidas. Este proceso de reactivacion resulta en la induccién
del ciclo de replicacion y la posible aparicién de efecto citopético significando una
alteracion no solo en la estructura de la célula sino también en sus funciones (56).

Aungue la oncogenicidad de estos virus no estd firmemente establecida, si se les
reconoce que poseen atributos mediante los cuales pueden promover el proceso de
carcinogénesis (57).

La proteina a partir de ORF-1 de HHV-6 se une e inactiva p53, esto altera la accion
que el p53 tiene sobre la regulacion de genes celulares importantes en el control del
crecimiento celular (58), mientras el gen U95 se une y desregula miembros del complejo
proteico NF-K beta (factor nuclear kappa beta) el cual tiene una amplia gama de funciones
que pueden ser relevantes en el desarrollo de cancer, incluyendo la regulacion de las

secuencias inflamatorias y apoptoticas celulares (59).
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De igual manera se le reconoce su capacidad inmunomodulatoria a través del
control en la produccidn de citoquinas especialmente aquellas proinflamatorias como IL-6,
IL-8 (60).

El hecho comprobado que el HHV-6 tenga la capacidad de integrarse en la region
subtelomérica del cromosoma del hospedero permite también hipotetizar que esta
integracion contribuye con la elongacion telomérica del cromosoma lo que puede permitir
que la célula evite el mecanismo de apoptosis. Esta interrupcion subtelomérica que causa
puede significar cierta inestabilidad cromosémica que indirectamente puede llevar a
desencadenar un proceso de carcinogénesis (57).

Diferentes trabajos realizados “in vitro” han podido demostrar la capacidad de
HHV-6 de aumentar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7, las cuales se sabe tienen un
papel preponderante en el desarrollo del cancer de cuello uterino (61, 62). De todas formas
hasta el momento no se han publicado resultados que logren co-relacionar lesiones uterinas
con la presencia de HHV-6 en ellas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes queda planteado el proposito de este trabajo
que estudio la presencia de ADN viral de HHV-6 y HHV-7 en extractos de ADN obtenidos
a partir de muestras citolégicas normales y con alteraciones de la mucosa de cuello uterino.

La hipotesis que se plantea es que tanto HHV-6 como HHV-7infectan las células
epiteliales y de este modo actlian como co-factores en la transformacion maligna de las
células infectadas por HPV.

Esta asociacion identifica a un grupo de pacientes con un riesgo adicional.
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1.2 OBJETIVOS

Objetivos Generales

Realizar un aporte al conocimiento sobre la presencia de virus HHV-6 y HHV-7 en mucosa
cervical de mujeres sin lesiones escamosas.

Determinar la asociacion de los virus HHV-6 y HHV-7 con lesiones cervicales escamosas.

Objetivos especificos

Estudiar la presencia de HHV-6 y HHV-7 en mucosa cervical de mujeres con citologia
normal y con lesiones cervicales de bajo y de alto grado que han sido diagnosticadas como
HPV positivas (+) y negativas (-).

Relacionar la presencia de HHV-6 y HHV-7 con los tipos oncogénicos de HPV

identificados en las distintas lesiones tanto de alto como bajo grado.

Determinar la prevalencia de HHV-6 y HHV-7 en mucosa cervical, teniendo en cuenta la

edad de las mujeres estudiadas.
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MATERIAL Y METODOS

La poblacion estudiada estuvo constituida por 125 mujeres, no embarazadas,
inmunocompetentes, con un rango de edad entre 18 y 50 afios y una media de edad de 38
afios.

Al inicio del estudio, las participantes respondieron un cuestionario cerrado, con el objetivo
de recabar datos personales (nombre, edad), asi como la frecuencia de los controles
ginecoldgicos y los resultados de los mismos. Firmaron el consentimiento informado; que
fue aprobado por el CIEIS Oulton- Romagosa, se sometieron a un examen pélvico para la
recoleccion de células cervicales las que se utilizaron en las pruebas citologicasy un
hisopado endocervical que fue obtenido para la deteccion de HPV, de HHV-6 y de HHV-7.

2.1 RECOLECCION DE CELULAS DE LA MUCOSA CERVICAL

Las muestras fueron colectadas con hisopo y/o cepillo y colocadas en un tubo Eppendorf, el
cual contenia 500 pl de solucién salina amortiguada con fosfato (PBS).

Se utiliz6 un vortex para desprender las células que fueron obtenidas en los hisopos y/o
cepillos. Una vez retirados los mismos, se centrifugd durante 5 minutos a 1.500 rpm, se
tomo 200 pl y se descart6 el sobrenadante restante. Posteriormente se colocaron los 200 pl

en el mismo tubo que contenia el “pellet”.

Segun el resultado del estudio citoldgico, aplicando los criterios Bethesda 2001 (11), las
muestras fueron agrupadas en distintas categorias:

Grupo 1: n=29, citologia con resultado normal (PAP N), colposcopia normal.

Grupo 2: n=61, citologia correspondiente a lesiones intraepiteliales escamosas de bajo
grado de malignidad (LSIL).

Grupo 3: n=35, citologia correspondiente a lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
de malignidad (HSIL).
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2.2 METODO DE EXTRACCION DE ADN de HPV

Se realizd la extraccion utilizando el equipo comercial AxyPrep Body Fluid Viral
DNA/RNA Miniprep Kit de Axygen, con las condiciones que el fabricante describe en su
protocolo:

1- Se tomaron 200 pl de la muestra a la que se colocd 200ul de buffer de lisis (VL) y se
dejo 5 minutos a temperatura ambiente.

2- Luego se colocd 75ul de buffer para precipitacion de proteinas (VN), se homogeneizd
utilizando vortex y se centrifug6é 5 minutos a 11.000 rpm.

3- El sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo tubo al que se le agreg6 250 pl de
isopropanol + acido acético 1%.

4- Esto fue pasado a un tubo conteniendo una columna y se centrifugd 1 minuto a 8.000
rpm.

5- Se descarto el filtrado y se volvié a poner la columna en el mismo tubo, al que se le
agreg6 500 pl de buffer de lavado 1 (W1A) dejando un minuto a temperatura ambiente,
luego se centrifugd 1 minuto a 11.000 rpm.

6- El filtrado fue descartado y se agregd a la columna 800 pl de buffer de lavado 2 (W2),
se centrifugd 1 minuto a 11.000 rpm.

7- Se descart6 este filtrado y se colocd la columna nuevamente en el mismo tubo, luego se
centrifugd 1 minuto a 11.000 rpm para remover los residuos de los buffer.

8- Se pasoé la columna a un tubo eppendorf limpio y se agreg6é 100 pl de buffer de elucién
libre de nucleasas (TE). Luego se centrifugd 1 minuto a 11.000 rpm.

9- Los extractos se conservaron a -20°C hasta ser estudiados por los métodos de biologia
molecular.
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2.3 METODO DE EXTRACCION ADN de HHV-6 Y HHV-7

A todas las muestras incluidas en este estudio se les realizo la extraccion de ADN viral
utilizando el equipo comercial AccuPrep Genomic DNA Extraction Kit de Bioneer, segln

especificaciones del fabricante descriptas en el protocolo.

1. Colocar en tubo eppendrof de 1.5 ml 20 pl de Proteinasa K, y agregar 200 pl de muestra
mas 200 pl de binding buffer. Vorterear.

2. Incubar a 60°C por 10 minutos en bafio himedo.

3. Agregar 100pl de isopropanol que debe mezclarse por pipeteo.

4. Transferir el lisado a una columna provista por el kit.

5. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

6. Transferir la columna a un nuevo tuvo de 2 ml provisto por el kit.

7. Agregar 500 ul de buffer de lavado 1 (W1) y se centrifuga a 8000 rpm por 1 minuto.

8. Se tira el filtrado y se agregan 500 pl de buffer de lavado 2 (W2) y se centrifuga
nuevamente a 8000 rpm porl minuto.

9. Se centrifuga la columna a 12000 rpm por 1 minuto més.

10. Se transfiere la columna a un tubo eppendrof de 1,5 ml al que se agrega 200 pl de
buffer de elusion (EL).

11. Se incuba por 1 minuto a temperatura ambiente

12. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

13. EIl producto se conserva en freezer -20° hasta ser estudiados por los métodos de

biologia molecular.
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2.4 METODO DE DETECCION DE ADN DE HPV EN LAS MUESTRAS DE
HISOPADO ENDOCERVICAL

El ADN de HPV fue amplificado por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa),
amplificando un segmento de aproximadamente 450 pb, correspondiente a la regién L1 del
genoma viral altamente conservada, utilizando los llamados cebadores degenerados:
MY09 (5'CGTCCMARRGGAWACTGATC-3) y

MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3) (Manos y col, 1992), (Integrated DNA
Technology — USA). Se determiné el genotipo viral por analisis del polimorfismo de
fragmentos de restriccion (RFLP) (63).

La mezcla madre se compuso de un buffer 5X GoTaq (Promega) con una concentracion
final de 1X; 2,5 mM de Mg Cl; 240uM de cada mezcla de dNTPs; 1uM de cada cebados y
0,04U/ul de Taq polimerasa (Promega), obteniéndose un volumen final de 50pl.

La amplificacion se inici6 con una incubacion de 3 minutos a 94°C seguida de 35 ciclos de
1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto a 72°C, se finalizara con una incubacion de 5
minutos a 72°C.

Después del ciclado la reaccion fue corrida electroforéticamente en un gel de agarosa al
2% en buffer TBE 1X y se observo la aparicién de bandas del tamafio del fragmento

amplificado al exponerlo a luz UV en el transiluminador.

241 DETECCION DEL GENOTIPO DE VPH POR EL ESTUDIO DEL
POLIMORFISMO DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION

(RELP)

Se adiciond a 12,5ul del producto de la PCR, 12ul de buffer y 2 ul de cada una de las
siguientes enzimas: BamH]I, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal, Ddel y Sau3Al/Mbol. Para realizar la
digestion enzimatica, se incubd de 2 a 4 horas a 37°C. Los productos fueron corridos, de 1
a 2 horas, en un gel de agarosa al 3% en un buffer TBE 1X. Se sembr6 un control sin
digerir del producto de 450pb (63).
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25 METODO DE DETECCION DE ADN VIRAL DE HHV-6 Y HHV-7 EN
EXTRACTOS DE ADN OBTENIDOS DE LAS MUESTRAS DE HISOPADO
ENDOCERVICAL

A continuacion se determind la presencia del ADN viral de HHV-6 y HHV-7 por Nested
PCR (PCR anidada) a partir de los productos de ADN obtenidos de las muestras.

Se utilizaron cebadores especificos para HHV-6 y HHV-7 que detectaron (i) el gen de la
proteina mayor de la capside de HHV-6 (64), (ii) U10, gen o de HHV-7 (65).

Para la amplificacién del ADN genémico de HHV-6, en una primera reaccion de PCR
se usaron los siguientes cebadores:

EX15-GCGTTTTCAGTGTGTAGTTCGGCAG-3

EX25- TGGCCGCATTCGTACAGATACACGGAGG-3'.

Para la amplificacion de ADN gendmico de HHV-7, en una primera reaccion de PCR se
usaron los siguientes cebadores:

HV7 5 -TATCCCAGCTGTTTTCATATATAGTAAC-3

HV8 5-GCCTTGCGGTAGCACTAGATTTTTTG-3".

Para cada reaccion se realiz6 una mezcla cuyo volumen final fue de 50ul y que contenia un
buffer de PCR 10X; 400 mM dNTP; 0,2 mM de primers o cebadores; 0,6ul de MgCl2
(50mM) y 1U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen) y 2ul de ADN obtenido de cada
muestra.

Para HHV-6 la amplificacion se hizo en un total de 40 ciclos, incluida la desnaturalizacién
a 94°C por 1 minuto, alineacion a 50°C por 1 minuto y la extension a 72°C por 1 minuto.
Para HHV-7 la amplificacion consto de 40 ciclos que incluyeron desnaturalizacion a 94°C
por 30 segundos, alineacion 55°C por 30 segundos y la extension a 72°C por 1 minuto. La
cantidad de ciclos asi como las temperaturas y tiempos fueron modificados del protocolo
original.

Para la segunda amplificacion se utilizé para HHV-6 los cebadores:

IN3 5-GCTAGAACGTATTTGCTGCAGAACG-3’

IN4 5"-ATCCGAAACAACTGTCTGACTGGCA-3".
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Para HHV-7 los cebadores usados fueron:
HV7N15-ACCAATTCAGTTTTCATCCAG-3
HV8N2 5-TTGAAGAGGAGAATTCTGTAC-3".
Para cada reaccion se realiz6 una mezcla cuyo volumen final fue de 50ul y que contenia
un buffer de PCR 10X; 200mM dNTP; 0,2 mM de primers o cebadores; 0,6l de MgCI2
(50mM) y 1U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen) y 1ul del producto.
Para HHV-6 la amplificacion se hizo en un total de 40 ciclos que incluyeron la
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacién a 50°C por 1 minuto y la extension a
72°C por 2 minutos.
Para HHV-7 la amplificacion const6 de 40 ciclos que incluyeron desnaturalizacion a 94°C
por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30 segundos Yy la extension a 72°C por 1 minuto. La
cantidad de ciclos asi como las temperaturas y tiempos fueron modificados del protocolo
original.
En cada reacciébn se procesaron en paralelo como controles positivos, ADN
genémico obtenido de sobrenadante de cultivo celular Molt-3 para HHV-6B Z29 y
Suptl para HHV-7 SB, como controles negativos, agua tridestilada y un marcador
de peso molecular de Invitrogen, que permitié reconocer las bandas esperadas. Después
del ciclado la reaccion fue corrida electroforéticamente en un gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio y los productos especificos fueron visualizados en un
transiluminador de luz UV.
Para HHV-6 las bandas esperadas son de 521 pares de bases y 267 pares de bases para la
primera y segunda reaccion respectivamente.

Para HHV-7 las bandas esperadas son de 186 pares de bases y 110 pares de bases para la

primera y segunda reaccion respectivamente.
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2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Es un muestreo no probabilistico. Las variables categorizadas fueron analizadas usando
tablas de contingencia. Se analizé la relacion entre las variables utilizando Chi cuadrado,
coeficiente de contingencia, Phi 'y U de Cramer, asi como Odds ratio.

Fue realizado utilizando el programa estadistico SPSS Statistics Base 17.0
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3.1 Deteccion de ADN viral de HHV-6 y HHV-7 en extractos de ADN obtenidos a partir de
citologias clasificadas como Citologia normal y con lesién (LSIL y HSIL)

En la tabla 1 se observa la deteccion de ADN de HHV-6 en los extractos de ADN obtenidos
a partir de las muestras de cepillado cervical con distintos resultados histolégicos (con
citologia normal y con lesion).

En la tabla 2 se observa la deteccion de ADN de HHV-7 en los extractos de ADN obtenidos
a partir de las muestras de cepillado cervical con distintos resultados histolégicos (con
citologia normal y con lesién).

Grupo A: corresponde a muestras con citologia normal, células que no presentan atipia.
Grupo B: corresponde a muestras que tienen células con distinto tipo de atipia, identificadas
como muestras LSIL y muestras HSIL, las que serdn nombradas, arbitrariamente, como

citologia con lesion. Los resultados se expresan en porcentajes y valores absolutos.

Tabla 1. Deteccion de ADN de HHV-6 a partir de muestras de cepillado cervical con
citologia normal y con lesion

Citologia N HHV-6 Negativos
Grupo A 29 2 27
6,9% 93,1%
Grupo B 96 32 64
33,3% 66,7%
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En el grupo A se detecté ADN de HHV-6 en 2 de 29 muestras procesadas, lo que
corresponde al 6,9% de las muestras, mientras que en el grupo B, se detecté ADN viral

en 32 de las 96 muestras, es decir, en el 33,3% de las muestras.

Tabla 2. Deteccion de ADN de HHV-7 a partir de muestras de cepillado cervical con
citologia normal y con lesion

Citologia N HHV-7 Negativos
Grupo A 29 23 6
79,3% 20,7%
Grupo B 96 81 15
84,4% 15,6%

En contraste, en el grupo A se detectd el ADN de HHV-7 en 23 de 29 muestras, lo que
corresponde al 79,3% de las muestras y en el grupo B en 81 muestras de las 96
correspondiendo al 84,4% de las mismas.

Estos resultados se expresan en el gréfico 2.
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Grafico 2. Deteccion de ADN de HHV-6 y HHV-7 en muestras con citologia normal y

con lesién
p
o
r
c
e
n 79.3% H Citologia Normal
t
M Citologia Lesion
HHV-6 HHV-7

Se detecté mayor prevalencia de ADN de HHV-7 tanto en las muestras con citologia
normal (grupo A) como en aquellas que presentaban algun tipo de atipia (grupo B) sobre la
presencia del ADN de HHV-6.

3.2 Determinacion de riesgo

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en relacion a la deteccion de ADN de HHV-
6 en los grupos estudiados, con mayor prevalencia en las muestras que mostraban atipia
sobre las normales, se realizé el calculo de la probabilidad de asociacion entre la presencia
de HHV-6 y la deteccidn de lesiones en la mucosa cervical. El valor obtenido del ODDS
ratio fue de 6.75 que se interpreta como una asociacion positiva, es decir, que la presencia

del virus se asocia a un mayor riesgo en la ocurrencia del evento.
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Estimacidn de riesgo

Intervalo de confianza al 95%

Valor Inferior Superior
Razoén de las ventajas para 6.750 1.510 30.182
HHV®6 (positivo / negativo)
Para la cohorte Citologia = 1.338 1.143 1.567
Lesion
Para la cohorte Citologia = .198 .050 .789
Normal
N de casos validos 125

SPSS Statistics Base 17.0

El valor de ODDS ratio para el HHV-7 dio un valor menor a 1, lo que se interpreta como
una asociacion negativa, es decir, la presencia del virus no se asocia con una mayor

ocurrencia del evento.

3.3 Deteccion de ADN de HHV-6 y HHV-7 en muestras LSIL y HSIL

Las muestras que presentaron atipia fueron caracterizadas, segln el criterio de Bethesda,
en lesiones intraepiteliales escamosas con bajo grado de malignidad (LSIL) y lesiones
intraepiteliales escamosas con alto grado de malignidad (HSIL).

En las tablas 3 y 4, se observa la deteccion de ADN de HHV-6 y HHV-7 en estos grupos.
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Tabla 3. Determinacion ADN de HHV-6 en muestras LSIL y HSIL

Citologia N HHV-6 Negativos
LSIL 61 27 34
44,3% 55,7%
HSIL 35 5 30
14,3% 85,7%

LSIL: lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
HSIL: lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado

Tabla 4. Determinacion ADN de HHV-7 en muestras LSIL y HSIL

Citologia N HHV-7 Negativos
LSIL 61 57 4
93,4% 6,6%
HSIL 35 24 11
68,5% 31,%

Se detecté una mayor prevalencia del ADN de HHV-7 tanto en las muestras con atipia
celular de bajo grado como en las de alto grado con respecto a HHV6.
El ADN de HHV-6, si bien se detecta en ambos grupos, hay mayor prevalencia en las

muestras que presentan atipia celular de bajo grado con respecto a las de alto grado.
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3.4 Deteccion de ADN de HHV-6 y HHV-7 en muestras LSIL y HSIL, HPV positivas y
negativas

A todas las muestras que se clasificaron como LSIL y HSIL segun el criterio de Bethesda,
se les realizd una Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccién de ADN
de Virus Papiloma humano (HPV).

En las tablas 5 y 6 se muestran la deteccion de ADN de HHV-6 y HHV-7 en las muestras
LSIL y HSIL, HPV negativas y positivas a fin de determinar co-infeccion entre los
diferentes virus.

Taba 5. Deteccion de ADN de HHV-6 en muestras con atipia celular HPV positivas y
negativas

Citologia N HHV-6 Negativos
LSIL HPV(-) 29 272 2
93,1% 6,9%
LSIL HPV(+) 32 0P 32
0% 100%
HSIL HPV(-) 10 2 8
20% 80%
HSIL HPV (+) 25 3 22
12% 88%
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En las muestras LSIL HPV negativas se detectd ADN de HHV-6 en 27 de las 29 muestras
estudiadas (93,1%), mientras que no se detecta ADN viral en aquellas HPV positivo.

Se establece diferencia estadisticamente significativa en el grupo LSIL entre aquellas HPV
negativo y HPV positivo (a>b=p <0,001 X2 de Pearson).

En el grupo HSIL se detecté ADN de HHV-6 tanto en las muestras HPV negativas como
positivas, (20% y 12% respectivamente). ). El grafico 3 permite visualizar con claridad las

diferencias estadisticas encontradas y que se expresan previamente en la tabla 5.

Grafico3. Deteccion de ADN de HHV-6 en muestras LSIL y HSIL HPV
negativas y positivas
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Tabla6. Deteccion de ADN de HHV-7 en muestras con atipia celular HPV positivas y

negativas
Citologia N HHV-7 Negativos

LSIL HPV(-) 29 28 1
96,5% 3,4%

LSIL HPV(+) 32 29 3
90,6% 9,4%

HSIL HPV(-) 10 7 3
70% 30%

HSIL HPV(+) 25 17 8
68% 32%

Con respecto a HHV-7, se detectd6 ADN viral tanto en las muestras LSIL como HSIL tanto

HPV positivas como negativas. No se establece una diferencia estadistica en estos

resultados.
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3.5 Coinfeccién HHV-6/HPV y HHV-7/HPV

Del total de muestras analizadas (125), 68 fueron HPV negativas (54,4%) y 57 HPV
positivas (45,6%). De estas positivas, HHV-6 co-infecta en el 5,2% de las muestras
mientras que HHV-7 lo hace en el 80,7% de las mismas sin que haya diferencia en el tipo
de atipia que presentan las células (LSIL o HSIL). HHV-6, en cambio, co-infecta en
aquellas donde hay mayor atipia celular (HSIL). Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion en el gréfico 4.

Gréfico 4. Co- infeccién HHV-6/ HPV y HHV-7/HPV
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3.6 _Determinacién de relacion de HHV-6 y HHV-7 con genotipos oncogénicos de HPV

Se buscéd determinar la existencia de relacion entre HHV6 y HHV-7 con los genotipos
oncogénicos y no oncogénicos de HPV considerando, genotipos oncogénicos, los nimeros
16,18,31,33,35,45,52,58,59 y no oncogénicos los otros tipos identificados.

Del total de muestras que resultaron HPV positivas, se hizo la genotipificacion en 49 de las
57 muestras. HHV-6 co-infectd con HPV en 3 muestras (5,2%) y en 2 de ellas lo hizo con
genotipos oncogénicos (16 y 18).

HHV-7 co-infecté con HPV en 46 muestras (80,7%) y en 26 de ellas con genotipos
oncogeénicos (45,6%).

Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Co-infeccion HHV-6 y HHV-7 con genotipos oncogénicos de HPV

Co- Con Con
infecciones serotipos serotipos
totales oncogénicos No
oncogénicos
HHV-6 3(5,2%) 2 (3,5%)° 1(1,7%)
HHV-7 46 (80,7%) 26 (45,6%)° 20 (35,08%)

No se estableci6 una diferencia estadistica significativa que determinara relacion entre las
variables deteccién de ADN viral (HHV-6 y HHV-7) y el genotipo de HPV. (3p 0,2; bp
0,09).

3.7 Prevalencia de HHV-6 y HHV-7 en la mucosa en relacién a la edad

Para determinar la relacion entre la presencia de ADN de HHV-6 y HHV-7 y la edad de las
mujeres en quienes se habian hecho la recoleccion de muestras, se conformaron 5 grupos
con un rango de edad de 5 afios; a saber, de 19-24 afos, de 25-30 afios, de 31-36 afios, de
37 a 42 afos y el altimo grupo de 43-49 afios. Los resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Relacion entre deteccion de ADN de HHV-6 y HHV-7 y la edad de las mujeres

Rango de N HHV-62 HHV-7b
edad

19-24 afios 25 6 21
25-30 afos 34 10 27
31-36 afios 30 10 25
37-42 afos 17 6 15

43-49 afos 19 2 17

Al analizar estos datos se determind que no hubo asociacion estadisticamente significativa
entre las variables, ADN viral (HHV-6 y HHV-7) y la edad de las mujeres contempladas en
este estudio. (2 p >0,7;°p >0,7).
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DISCUSION

Las mucosas son una importante puerta de entrada, no solo para las sustancias
indispensables para la vida y salud del hospedero como lo son los alimentos, el agua, el
aire, sino de numerosos patdgenos incluyendo a los virus. Para protegerse el hospedador ha
desarrollado a lo largo de la evolucion, diferentes mecanismos inmunes contra la
colonizacion e infeccion de agentes infecciosos. Cuando un virus entra en contacto con la
superficie de una mucosa, la interaccion que se establece entre la accion invasiva del virus
y las estrategias defensivas del hospedero determinan el inicio de un proceso infeccioso y la
severidad del mismo asi como el modelo patogénico que caracteriza a las diferentes
infecciones virales como agudas o persistentes.

Sin embargo, desde hace unos afios y fruto de las posibilidades que ha dado el uso de las
técnicas de biologia molecular, es otro el panorama que se plantea con respecto a las
infecciones virales en las mucosas donde los virus estan frecuentemente presentes aln en
situaciones donde no se puede establecer, claramente, que el individuo esté enfermo. En
este contexto de infecciones virales, con frecuencia menos virulentas, y de las variaciones
en la respuesta inmune del hospedero, nos obliga determinar el real impacto fisiol6gico de
la infeccidn viral.

De esta manera el modelo antes sostenido de “un patégeno-una enfermedad” se contrapone
actualmente con el modelo de viroma humano, al que se puede definir como el conjunto de
todos los virus que son encontrados en el hombre incluyendo aquellos virus que causan
infecciones agudas o persistentes, asi como aquellos que se encuentran integrados en el
genoma como los retrovirus endégenos (66). El viroma se transforma en un importante
componente del medio ambiente que puede interaccionar con los rasgos genéticos del
hospedero para contribuir con la patogénesis de enfermedades complejas.

Es en este contexto que se analizan los virus que son de interés en este trabajo, ya que tanto
el HHV-6, el HHV-7 como el HPV, se comportan como virus persistentes con capacidad de
integrarse al cromosoma de la célula hospedera. Esta situacion ha sido reconocida
particularmente para HHV-6 en trabajos como el de Arbuckle JH y col. 2010, Kaufer B y

col. 2014 (67,68). Esto le permite producir un modelo latente con reactivaciones que no
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necesariamente se manifiestan clinicamente pudiendo pasar, estas reactivaciones,
inadvertidas para el hospedero.

Uno de los objetivos de este trabajo fue realizar un aporte al conocimiento en la deteccion
de ADN de HHV-6 y de HHV-7 en mucosa cervical de mujeres sanas. Se pudo demostrar
la presencia del ADN tanto de HHV-6 como de HHV-7 en las muestras de cepillado
cervical donde se detecté una mayor prevalencia de HHV-7 (79%) con respecto a la de
HHV-6 (6,8%). Esta diferencia en la prevalencia entre ambos virus también fue encontrada
en otros trabajos en los cuales se pudo establecer la mayor presencia de ADN de HHV-7
tanto en saliva como en plasma de individuos sanos (69). Con respecto a los valores
hallados para HHV-6 en la mucosa cervical, coincide con trabajos previos como el de
Okuno y col. 1995, el de Amiriam y col. 2013(70, 57), quienes en muestras cervicales de
mujeres no embarazadas, encontraron porcentajes por debajo del 15%, similar a lo
encontrado en este trabajo. Se puede afirmar, entonces, que tanto HHV-6 como HHV-7 son
capaces de infectar las células de la mucosa cervical, comportandose éstas como sitio
permisivo para la persistencia viral.

A partir de estos hallazgos en la citologia normal y siguiendo con los objetivos propuestos,
se realizo la deteccion del ADN de ambos virus en muestras cervicales que presentaban
atipia celular. Estos resultados mostraron la presencia del ADN tanto de HHV-6 y HHV-7
en las muestras citolégicas con atipia.

Analizados estadisticamente los hallazgos y comparando ambos grupos (citologia normal
[citologia con atipia) se ve que mientras el HHV-7 mantiene una alta prevalencia en los dos
grupos considerados (79,3% y 84,3% respectivamente), el HHV-6 presenta diferencias
estadisticamente significativas en las muestras con atipia con respecto a aquellas con
citologia normal (33,3% contra 6,8% respectivamente).

Cuando realizamos el analisis de riesgo (ODDS ratio) sobre éstos resultados, se obtiene un
valor que le otorga a la presencia de HHV-6 una asociacion positiva. Esto se interpreta
como que la presencia del virus es un factor que se asocia a una mayor probabilidad de que
el evento, es decir, la lesion, se produzca. Diferente es lo que ocurre con HHV-7 que se
encuentra tanto en la citologia normal como en la citologia con lesion sin establecer
diferencias significativas y por lo tanto la asociacion entre la presencia del virus y la

posibilidad de producir una lesion es negativa, poniendo en duda la posibilidad de que su

44



presencia pueda significar un riesgo para la salud de la paciente. La presencia del HHV-7
en estas células, podria ser considerada como la de un microorganismo que forma parte de
la microbiota normal del hospedero, como parte del viroma que interacciona en este
microambiente constituyendo una infeccion persistente, proceso dinamico de equilibrio
entre el virus y su hospedero.

La hipotesis de este trabajo planted analizar la asociacion de HHV-6 y de HHV-7 con la
infeccion por el HPV y la participacion de ellos como co-factores en la transformacion
maligna de aquellas células del epitelio cervical que fueron clasificadas, segun el criterio
Bethesda, en LSIL y HSIL segun el grado de atipia que presentaron.

Un nuevo andlisis permitid observar como en aquellas muestras cervicales LSIL HPV
positivas no se detecté el ADN de HHV-6 mientras que en aquellas muestras LSIL HPV
negativas se encontrd una alta prevalencia del ADN viral (93,1%).

Teniendo en cuenta estos resultados se podria asociar la lesion LSIL ya no al HPV sino al
HHV-6 como posible productor de la atipia presente, ya que qued6 establecida una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a la presencia del ADN de HHV-6 en
la citologia normal. Ademés se puede desprender de esta observacion que poca importancia
tendria este virus como co-factor en la prosecucion de la infeccion causada por HPV, ya
que no se pudo establecer una co-infeccion de ambos virus en estas muestras, resultado que
se ve también expresado en el trabajo de Romano y col 1996 (71).

De igual modo, si se analizan las muestras HSIL vemos que la prevalencia de ADN viral
de HHV-6 es mayor en aquellas muestras HPV negativas (20%), pudiendo considerar la
presencia viral como un factor desencadenante de la atipia, no necesariamente asociada a
una co-infeccion con HPV como ha sido planteado por otros trabajos realizados por
diferentes grupos de investigadores (Yadav M y col. 1996, Broccolo F y col. 2008) (72,
73).

Si se considera el comportamiento de HHV-7, se ve que la presencia del ADN viral en
todas las muestras que presentaban atipia, tanto aquellas que estaban infectadas como no
infectadas por HPV, varia entre el 96% y 68% respectivamente. Esto obliga a re direccionar
nuestra mirada sobre este virus, considerando su participacién dentro de la microbiota
genital mas como un colonizante que como un patoégeno verdadero, con posibilidades de

actuar como co factor en la evolucién maligna de aquellas lesiones infectadas por HPV.
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CONCLUSIONES

A partir del analisis realizado se pueden enumerar algunas conclusiones:

1-

Que tanto HHV-6 como HHV-7 son capaces de infectar las células epiteliales de la
mucosa de cuello uterino tanto de aquellas mujeres sin lesiones como también las
que presentan atipias de diferentes grados.

Que HHV-6 puede considerarse un factor de riesgo en la produccion de lesiones
intraepiteliales de bajo grado (LSIL)

Que la ubicuidad del HHV-7, presente tanto en las células normales como en
aquellas con atipia de diferente grado, pone en duda su rol patogénico.

Que este mismo comportamiento ubicuo instala al HHV-7 como un componente del
viroma humano, en equilibrio con el hospedero.

Que en las muestras procesadas no se pudo percibir una prevalencia en la co-
infeccion de HHV-6 y HPV que sugiera interaccion entre los virus que signifiquen
riesgo en la progresion de la lesion hacia la malignidad.

Que la co-infeccién detectada entre HHV-7 y HPV en las muestras con diferente
tipo de atipia no alcanza para relacionarlos como co-factores para la progresion de
la lesion.

Que la presencia del ADN de HHV-6 y HHV-7 en las muestras cervicales tanto en
aquellas con citologia normal como con atipia, pone a la mucosa cervical como via

probable de trasmision de ambos virus.

En definitiva, estos resultados resaltan la importancia de seguir investigando la

actividad viral en estos epitelios para desentrafiar el verdadero significado de estos virus

y su impacto en la fisiologia y salud del hospedero, poniendo en consideracion la via

sexual como via efectiva de transmision de la infeccion.
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