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Segun la Clasificacion de Baltimore 4‘

LR "
GRUPO I: Papovavirus i ”g
FAMILIA:  Papillomaviridae (8

GENERO: L4

%
e PV-alfa,. asociado a epidermodisplasia P Jpll()mﬂ\'lrlls
e PV-beta, asociado.LESIONES DE MUCOSA GENITAL
e PV-gamma, asociado a lesiones cutaneas benignas.
e PV-delta, en fibropapilomas, etc.
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PAPILOMAVIRUS HUM:

Genoma ADN circular de doble cadena de
~8000 pb.

Codifica 8 proteinas y su genoma se divide

en 3 regiones: region LCR, region temprana, §..

region tardia.
El genotipo, subtipo y variantes; se basa en
la secuencia de los genes L1, E6 y E7.

Existen mas de 100 Genotipos de PVH, 40
tipos transmitidos sexualmente (Alto Riesgo
y Bajo Riesgo).







GENOMA VIRAL

Hasta 8
cuya expresion se traduce

en proteinas para la regulacion vy
replicacion viral

2 genes de expresion tardia o “late” (L1,
L2) que generan las proteinas para la
union de la capside

Una region URR 6 LCR que controla Ia
expresion de los genes tempranos E6 y E7

E6
Ty
N

E7

Papillomavirus

(~7,900 bp)







REGION TEIMIPRANATEARLY

Mecanismos
reguladores
crecimiento

Membrane
associated epitelial
hiperplasia

Activation EGFR /
Inhibition Vascular
ATPase

Inhibition MHC-| and
MHC-II

E6 (Degradacién p53)

Papillomavirus
(~7,900 bp)

Antiapoptotic /| BAK
Activ. TELOMERASA

E7 (Ruptura ciclo celular).
Rb /P16

E1 (Factor
Replicacion ADN
viral)

E2 (Regulador de la
replicacion ADN y
transcripcion ARN)

Target: CRA-UBF (Upstream
Binding Factor)

Dominio: 5H 216-255C




E4
ES

E6

E7

L1/L2

LCR

Codigo para proteinas que controlan la funcion de los genes E6 y E7

Una funcion principalmente desconocida pero que puede controlar la liberacion
del virus de las celulas

Codigos para una proteina hidrofobica que realza |la inmortalizacion de la célula

Codigo de proteinas que inhiben los reguladores negativos del ciclo celular. Los
productos de E6 inhiben la p53 que es un factor de trascripcion para la apoptosis
(muerte celular programada)

Codigos de los productos gue se unen a las proteinas supresoras de tumor del
retinoblastoma permitiendo asi que las celula progrese a traves del ciclo celular
en la ausencia de signos mitogenicos normales

Cadigo para las proteinas estructurales y formacion de particulas completas de
virus

Necesaria para la replicacion normal del virus y el control de |a expresion
genetica



REGION TARDIA-—LATE -

Particul iral
L1 Proteina mayor capside 57 KDa < _5“ a vira

Capsomero de L1

Virion formation Proteina L1
Interactua con L2

Interactua con receptoreX de la célula

Virus HPV

Papillomavirus
(~7,900 bp)

a4

L2 Proteina menor capside de 43-53 KDa

Genome encapsidation / Membrana penetration / Entry / Traficking
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NICO

“MECANISMO CARCINOGE

Eventos:

ESCAPA DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA
INTEGRA DNA VIRAL AL DNA DEL HOSPEDERO
INMORTALIZA LA CELULA

INESTABILIDAD GENOMICA



SFRUCTURA DE PROTEINAEE
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Estructura de la proteina E6 del VPH-18.

hScrib

En este esquema se muestran las dos estructuras esenciales en la
actividad de E6: sus dos dedos de zinc, como estructuras fundamentales
para la interaccién de la proteina con un gran niimero de blancos
celulares y el carboxilo terminal, el cual contiene el sitio de unién a
protefnas con dominios PDZ. Fuente: Dela Cruz y Lizano, 2004 (31).
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Virus do Papiloma Humano (HPV)

Mecanismo de Carcinogénese
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Transcription Factors Chromatin Remodeling

pad p300
TBP CBP
hADA3 plCAF
¢-mye AMEF-1
hTert
Mem?
Cell Polarity
Cytoskeleton
PDZ proteins IRF-3
Paxillin

Protein Degradation Genomic Integrity
el G1/5 & mitotic checkpoints
PDZ 1-"51:5 et Centrosome amplification
p-- Tetraploidy/Aneuploidy

E6-AP DNA repaif
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E6 -degradacion de p53 - inhibe la
apoptosis de la célula infectada,
manteniéndola con vida hasta que ha
generado una cantidad suficiente de progenie
viral.[27]

La accion conjunta de E7 (inhibiendo pRb) y
E6 (degradando p53) produce un efecto
sinergistico en la activacion del ciclo celular,
dando como resultado la proliferacion
descontrolada de las células infectadas
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Ubiquitin
Li
Basa Unién célula-célula,
polaridad v control
Apoptosis EGAP de la proliferacion
Bak |p53 hDlg MAGI-3
C-myc Procaspase8 hScrib MUPP1
FADD *Survivin MAGI-1 PAT]
TINFR1 MAGI-2 PTPN3
Organizacién y
Regulacion E6-AR. Diferenciacion
Transcripcional Epitelial
CBPyp300 E6-BPYERC-55

E6TP1 hADAS3

Gps2 Tuberin

Pibulin-1 Paxillin

Zyxin

Reconocimiento Estabilidad
Inmune Cromosomica
hMNCM7T
IR F-
- TLR%-) hTERT XRCC1
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D
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Proteinas celulares con las que interacciona la onc oproteina E6 de

WVPHs de alto riesgo.
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Inhibicion de
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Activacion de
—> la telomerasa

Transformacion
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Figura 3 =

Blancos celulares de la oncoproteina E6 de VPHs de alto riesgo
involucrados en la transformacién celular. La formacién del complejo
E6-E6AP facilita degradacion mediada por la ubiquitinacion de las
proteinas con dominios de union PDZ, pS3 y NFX1-9.

—> Transformacion



Virus do Papiloma Humano (HPV)

Mecanismo de Carcinogénese — E6

Infected cell

Integrins
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Subunidad S4
del Proteosoma
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Estructura de la proteina E7 del HPWV-16. Se muestran sus tres dominios
altamente conservados (CID1-CID3) v sus sitios de interaccion con sus
blancos celulares. Fuente: De la Cruz y Lizano 2004 (31 ).



E7 se une a pRb

E7 se une a pr, inactivandolo, de manera que la
célula entra en la fase S del ciclo celulary se activa la
magquinaria de replicacion del ADN, necesaria para la
amplificacion del genoma viral.>7!

Los productos del gen E7 de los tipos de alto riesgo
VPH 16 y 18 se unen a pRb con mayor afinidad que
proteinas E7 de virus no-oncogénicos.

El producto del gen E6 de los tipos VPH 16 y 18 se
caracteriza por su capacidad de mediar la destruccion
de la proteina p53, a través de la via proteolitica
mediada por ubiquitina



Proteina E7: pRB
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Transcription Factors

Chromatin Remodeling

Eﬁi HATS
JAP-[ p300, CBP, p/CAF
TBP HDACs:
TAF110 MilB, HDACI-3, BRGI
MPP2

Apoptosis \ , Aberrant DNA synthesis
pRB, p107, p130
NF-kBh \ / E2Fs

h Tid CKls(p21, p27)
peo0

Cytokine Signaling

TGFh
TNFao.
IFN
IGF

Cellular Metabolism

M2 pyruvate kinase
o-glucosidase

Protein Degradation

pRB, p107, p130 G1/S & mitotic checkpoints
p21 Centrosome duplication (¢dk2)
ps3 Tetraploidy/ Aneuploidy
268 proteasome subunit S4 Double strand DNA breaks
cullins Unaligned chromosomes

Genomic Integrity

¢
Conservation
(Rb of § species
and p107, p130)
100%
Wl




La proteina E7 -

La proteina diana de E7 es el producto

del gen supresor tumoral denominado pRb, y las
proteinas asociadas p107y p13o0.

La pRb es regulador del ciclo celular, que funciona
uniéndose e inhibiendo la actividad del factor de
transcripcion E2F.

Entonces pRb libera E2F, éste activa la expresion
de genes implicados en la progresion en el ciclo
celulary en la sintesis de ADN.



Subunidad
26s del

Calpaina  proteosoma Degradacmn

‘ ‘ - l. = Inmortalizacion

Figura § »
[a degrada.uon de pRB mediadapor E7 esta mediadapor la proteasade cistefnas

calpaina. Bl reclutamiento dela calpaina por E6 promueve un corte inicial de
pRb el cual es necesario para su posterior degradacion por el proteosoma




Virus do Papiloma Humano (HPV)

Mecanismo de Carcinogénese — E7

eeee

Sl ‘ olferat
N/N/NTNTN S

HPV-infected cell




FIGURA 4

El daiio al ADN Mdm 2 degrada a P53 por ié
MandcgmhaPSBporhmdchMﬂn / activa P53 la via dcgla ubiquitingo In;i;;;ut%r;igc
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Célula No Infectada Célula Infectada
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raccidn entre proteinas virales y proteinas celulares
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viral DMA of E6 and E7

@ Nuclei with integrated (0 Expression of early
viral DNA and late genes

2 Normal nuclei




PATOGENIA — = =

* La presencia de particulas virales infectantes (viriones) en las capas
mas superficiales del epitelio, asegura la transmision de la infeccior
(por contacto directo o indirecto) debido a la descamacion de los
queratinocitos infectados y/o por la descamacion de los viriones
mismos.

® Cuando ocurre la transformacion en cancer, el ADN del virus se
integra al ADN de la célula huésped, y predomina la expresion
continua de las oncoproteinas tempranas E6 y E7, abortandose asi
la produccion de particulas virales infectantes o viriones.



Historia natural de la Infeccion por HPV

Table 1. Natural history of human papillomavirus-cervical intraepithelial

neoplaisa (HPV-CIN) lesions. Adapted from Syrjinen.’
Based on cohort studies with up to 18 years of follow-up

Regression (%) Progression (%)
HPV-CIN 1 26.7 4.2
HPV-CIN 2 20.4 22.4
HPV-CIN 3 12.2 64

Sylvia MichelinaFernandes Brenna; Kari Juhani Syrjdnen

. Snbreexpresién de E5,E6 y E7 Sao Paulo Med. J. vol.121 no.3 Sao Paulo 2003
* Alteracion en los oncogenes y genes supresores de la célula infectada:
Alt. Geneéticas: Peérdidas en 3p,6q,10p,11p,13q y 18q o
Ganancias en 3q,79,849,99 vy 20q
Alteraciones estructurales en 10,18 y 20. (Cottage et al 2001)
Oncogenes: Gen del EGFR, c-myc, neu/c-erB2, MDM2 y Ras
Genes supresores: CDH1, DAPK,FHIT,HIC-1,p16,RAR-beta,RASSFIA, TIMP-2

TSLC1. Hipermetilacion de genes supresores entre el 20-40% de CEI
(Steeenbergen et al 2005)

* Activacion de la telomerasa: subunidad catalitica hTERT. (Snijders et al 1998)
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“LA LOCALIZACION EN EL EPITELIO ESCAMOSO DE LAS PRINCIPALES
ETAPAS DEL CICLIO VITAL DEL VIRUS DEL PAPILOMA

INFECTADO NORMAL

Colula escamosa madura Virin VPH El virus se introduce en la piel a través
f—de un cuerpo extraiio o microabrasién
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Figure 8.6 Major steps in the development of carvical cancer. Incident HPV infection is bast measured by molecular tests. Most HPV infections show
cytopathology, usually non-dassical (equivocal) changes. Most HPV infections dear within 2 years. Ten parcent parsist for 2 years and are highly linksy

Jeronimo J, Rodriguez AC, Wacholder S. Human papillomavirus and cervical cancer. The Lancet 2007;370;8%0-907).



The Bethesda System
for Reporting
Cervical Cytology

SISTEMA BETHESDA 2001+

TS

Categorias

Lesion intraepitelial escamosa bajo grado

(HPV, CIN1/DISPLASIA LEVE)

Lesion intraepitelial escamosa alto grado

(CIN2,CIN3/DISPLASIA MODERADA, SEVERA O CIS)

Hallazgos sospechosos de invasion
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Bajo Grado: CIN-I/HPV
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CORRELACION DE CAMBIOS CITOMORFOLOGICOS
CON LAS ALTERACIONES MOLECULARES

Crecimiento nuclear e hipercromasia -Sintesis
del ADN del huésped mediada por la activacion
de los genes virales E6/E7.

Aumento en la relacion nucleo citoplasma -
Sintesis anormal del ADN del huésped mediada
por E6/E7.

Halos para nucleares -Forma anormal de

citoqueratina regulada por la expresion del gen
E4 del PVH.
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Bajo Grado: CIN-I/HPV




Lesion intraepitelial escamosa
Bajo Grado: CIN-I/HPV




Lesion intraepitelial escamosa

= Bajo Grado: CIN-I/HPV










Hitos en el Screening del Cancer
de Ceérvix Reviion dollas

53 pautas de
52 % screening
Meisels and Fortin 1976 —

Purola and Savia 1977 E‘ _ |

Coilocito / Efecto citopatico HPV
A - Diirst et al. 1983

" y & »

J, :._-a-‘ ! . ‘JHPE :Br;:::f. Canceres de

' A " ' P16 CINTec
L ]

- \ @ LBC: Citologia liquida Cervi:e: PégtELlff\
- ‘ @ ® g Cytoactiv
e ThinPrep® SurePath ONCOTEC mRNA E6/E7
Screening 1° basado en
DNA HPV

1949 | Prevencion Secundaria 1980 1996 1999 2003 2008

Prog. Base Poblacional HC-2 /| H Ventana

Finlandia 1963-2008 PREVENCION

Amplicor* Roche || PRIMARIA

%
DNA Invader* WD || cscenario
POSTVACUNAL

'Walboomers et al., Journal of Pathology 189:12-19,1999 ( Modificado )




Metodos deW

MORFOLOGIA

INDIRECTOS

BIOMARCADORES

PROTEICOS
DETECCION HPV

ACIDOS

DIRECTOS NUCLEICOS




LIMITACIONES:

1.

Sensibilidad para H-SIL
60-80%.

Errores en el muestreo e

interpretacion.

. Dificultad de obtener

células glandulares
atipicas.

. Falsos positivos 5-50%.
. Falsos negativos 30%
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Deteccion
molecular

Sonda directa

Amplificacion de
senal

Amplificacion de
molécula diana




Técnicas Amplificacao
PCR Assays

Type-specific primers
» HPV detection +/-

» HPV genotyping
© Ligene b quantification: viral load
Consensus primers \
m_u‘ SPF2
GPS.
IY!
» HPV detection +/.
» typing methods
- Reverse bybrdization ’
- DNA sequencing \

Integration HPV in human genome = loss E2 gene
» quantification: HPV integration




“Amplificacion de DNA con

primers

consenso’”




* Células cervicales
(escobillados)

« Tejidos (biopsias).

« Amplificar L1y posterior
RFLP.

 Consensus primers :
Myog/Mym.

+ Enzima de restriccion:
RSA T

* Control Positivo.

\_

ELECTROFORESIS
EN GEL DE

AGAROSA

* Electroforesis
horizontal

+ Ladder de 100 pb
* Gel de agarosa
* Sybersafe
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Meétodos de deteccion de H

s
2.
Amplificacion
de senal:

Digene Hybrid
Capture®(HC2
)

“Captura de
hibridos”

(inmunoensayo)

p ACIDOS NUCLEICOS
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Captura( Iecuon de hibridos
3 s
= ~

. o3

A J
‘Hibridacién con/sonda

de AR -4




- El sistema Cobas 4800 = cobas x 480 + cobas z 480.

- Es un test cualitativo para la deteccion de 14 tipos de PVH de AR
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 63).

- En una sola Rx identifica los tipos 16 y 18 (tipifica) y detecta el resto
de tipos de PVH AR (coctel de 12).

- La deteccidon e identificacion se basa en la técnica de Real Time
PCR.




TEST CO

Multiplex PCR en Tiempo Real.

- Utiliza 4 canales y sondas Tagman.

- Control de contaminacion mediante sistema Amperasa (N-

Uracilglicosilasa).
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Manejo de resultados citoldogicos
anormales con ADN de HPV

 EXxisten seis areas en donde los examenes de ADN
de HPV poseen un potencial:

1. Mujeres con ASCUS

2. Mujeres post — menopausicas con LSIL

3. Seguimiento de adolescentes con LSIL

4. Seguimiento post colposcopia

5. Seguimiento post tratamiento de NIC 2 o 3.

5. Tamizaje de cancer primario de cérvix
conjuntamente con papanicolao.



HPV EN CUELLO UTERINO
< (casos nuevos s/ano, en el mundo)
500.000 canceres

10 millones HSIL
30 millones LSIL

300 millones infectados
con citologia normal



EPIDEMIOLOGIA™ ™

1 Segln la OMS: el CaCu es la segunda mayor
causa de mortalidad femenina por cancer en
todg el mundo, con unas 300.00 muertes al
ano.




TIPOS ESPECIFICOS DE HPV
PREVALENTES EN AMERICA DEL SUR

South America (721 infections)
X
3% HPV16
15%

Other low-risk

types
23%

5%
\\ HPV52
4%

types ~ HPVS6

Other high-risk

13%
3 4%




PERU

Figure 9: Annual number of new cases of cervical cancer by age
group in Peru and South America
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Data sources:

IARC, Globocan 2008. Age-specific data fromm GLOBOCAN 2008 were obtainad from A RC, personal communication.
For specific estimation m=thodology refer to httpr/globocan.iarc.fr/DataSource_and_methods.asp.
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Compuestas por proteinas Li1-PVH en forma de particulas no
infecciosas similares al virus producidas por tecnologia ADN
recombinante

GARDASIL (MSD): PVH-6,11,16,18
CERVARIX (GSK) : PVH-16,18
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