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Resumen

Los virus papiloma humano (PVH) estan presentes en la piel como flora normal, donde permanecen en forma latente, pudiendo desarrollar en ciertas
oportunidades, lesiones cutaneas.

Objetivo: Identificar los tipos de PVH con tropismo por epitelios cutaneos y analizar su posible asociacién con lesiones cutdneas benignas y carcino-
mas cutaneos no melanoma.

Materiales y métodos: Estudio prospectivo realizado en el servicio de dermatologia del Hospital provincial del Centenario, desde Junio de 2007 a
Noviembre de 2008. Se obtuvieron muestras mediante hisopados de regiones: fotoexpuesta (FE), no fotoexpuesta (NFE), perilesional (PL), superficie de
lesion (SL) y biopsias de lesiones para estudio histopatologico. Se incluyeron pacientes derivados para estudio histopatoldgico de las lesiones antes
referidas. Deteccién de PVH mediante PCR.

Resultados: Participaron 67 pacientes, 41 hombres y 26 mujeres, edad promedio de 51 afios (rango: 19-89 afos). 300 muestras resultaron idéneas
para la amplificacién por PCR. La frecuencia de ADN de PVH hallado fue del 58% (176/300) (Figura 1), encontrandose 75% en FE, 39% en NFE, 75%
en PL, 66% en SLy 35% en las biopsias. Se identificaron 69 tipos diferentes de HPV, siendo mas frecuentes el 2, 21, 20y 6. Se detectd un nuevo PVH,
el 115. No se identifico PVH en muestras de carcinomas. En queratosis seborreicas se detecté en un 27%.

Conclusiones: Se obtuvieron datos acerca de los PVH circulantes en los pacientes de nuestra region. Corroboramos la influencia de la radiacion ultra-
violeta sobre la infeccion por este virus, asi como su presencia en queratosis seborreicas. Identificamos un nuevo HPV en Sudamérica.
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Summary

The human papillomavirus (HPV) establish a latent infection of the skin as normal flora and can develop skin lesions on some situations.

Objectives: Identify the HPV types which exhibit tropism for cutaneous epithelium and analyse its possible association with benign skin lesions and
nonmelanoma skin cancer.

Materials and methods: Prospective study was carried out in the Department of Dermatology at the Centenario Provincial Hospital from June 2007
to November 2008. Samples were collected by swabs from the following areas: sun-exposed (FE), non-sun-exposed (NFE), perilesional (PL), lesion area
(SL) and biopsy of lesions for histopathological study. We included patients referred to surgical removal of a skin lesion for histopathological studly.
Detection of HPV by PCR.

Results: 67 patients were recruited, 41 men and 26 women, median age of 51 years (range, 19-89 years). 300 samples were suitable for amplification
by PCR. HPV DNA was present in 58% of the analyzed samples (176/300), and 75% in FE, 39% in NFE, 75% in PL, 66% in SL and 35% in biopsies. 69
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different types of HPV were identified, being more frequent 2, 21, 20, and 6. We detected a new HPV, 115. HPV were not identified in samples of car-

cinomas. In seborrhoeic keratosis were present in 27% of the samples.

Conclusions: We collected data about the HPV circulating in patients of our region. We affirmed the influence of ultraviolet radiation on this viral
infection, as well as their presence in seborrhoeic keratosis. We identified a new HPV in South America.

Key words: human papillomavirus, novel HPV 115.

El papilomavirus humanos (PVH) pertenece a la familia
Papillomaviridael1] y son un grupo heterogéneo de virus
con genoma de ADN doble cadena circular sin envoltura
que incluye méas de 120 tipos distintos e infectan epitelios
cutédneos y mucosos de sitios anatémicos diversos[2, 3].

De los mas de 120 tipos conocidos de PVH hasta el
momento, al menos el 75% tiene tropismo por epitelios cuta-
neos. Los PVH cutédneos estan presentes en la piel como
flora normal donde establecen una infeccién latente en las
células basales del epitelio cutdneo o en el foliculo piloso[4].
Sin embargo, luego de una disminucién de la respuesta
inmune local o sistémica, estas infecciones pueden transfor-
marse en lesiones clinicamente aparentes[5].

La primera asociacion de PVH con el cancer de piel fue
demostrada en pacientes con epidermodisplasia verruci-
forme (EV), patologia hereditaria en la cual los individuos
afectados, presentan mayor riesgo de desarrollar cancer de
piel no melanoma (CPNM) en sitios del cuerpo expuestos a
la luz solar y una elevada predisposicion a la infeccion con
ciertos PVH, tales como los tipos 5, 8,9, 12, 14, 15,17, 19 al
25, entre otros[4]. La identificacion de PVH en CPNM des-
arrollados en individuos inmunosuprimidos por transplantes
de 6rganos y en las personas inmunocompetentes, por ejem-
plo con psoriasis que desarrollaron carcinoma cutéaneo de
células escamosas (CCE), luego de fotoquimioterapia prolon-
gada o la presencia en aumento de queratosis actinicas o
seborreicas, aumentd el interés cientifico sobre el potencial
maligno de los PVH cutaneotropicos[4, 5]. Los intentos para
encontrar una asociacion respecto a la presencia y tipos espe-
cificos de PVH con distintas lesiones cuténeas hasta el
momento no han podido afirmar su causalidad[6].

El CPNM ocurre generalmente en areas de piel expues-
tas a la luz solar, hecho que pone en evidencia la influencia
de la radiacion ultravioleta (RUV) como uno de los principa-
les factores de riesgo ambientales para su desarrollo[6].

Los intentos para identificar los mecanismos por los cua-
les los PVH cutaneos podrian contribuir al desarrollo de
CPNM han revelado un potencial transformante viral muy
débil. La mayor parte de la RUV que atraviesa la atmosfera
es filtrada por el ozono estratosférico. A medida que éste dis-
minuye, mayores niveles de RUV llegan a la tierra. La exposi-
cion de la epidermis a la RUV causa dos efectos fundamen-
tales sobre el tejido afectado: inmunosupresién y dafio del
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ADN celular[7, 8], siendo estos los principales factores de
riesgo para el desarrollo de CPNM. Ambos efectos, ademas,
podrian aumentar la susceptibilidad a la infeccion por PVH, la
que a su vez, podria cooperar o actuar como cofactor en el
proceso de carcinogénesis cutanea. Los intentos para identifi-
car los mecanismos, por los cuales los PVH cutaneos podrian
contribuir al desarrollo de CPNM, han revelado un potencial
transformante viral muy débil. Dado que nuestro pais se
encuentra en una region de alto riesgo de RUV y por este
motivo hay mayor desarrollo de CPNM, es necesario en pri-
mera instancia, conocer los tipos de PVH con tropismo por
epitelios cutaneos circulantes en Argentina para luego poder
analizar la posible asociacién con las neoplasias de la piel.

Objetivos

El objetivo de este estudio fue la identificacion de los tipos de
PVH con tropismo por epitelios cutaneos circulantes en
pacientes inmunocompetentes que concurren al Servicio de
Dermatologia del Hospital Provincial del Centenario para
analizar la posible asociacion de los PVH con lesiones cuta-
neas benignas y malignas no melanoma.

Material y método

Pacientes y muestras

Estudio transversal. Se reclutaron individuos inmunocom-
petentes durante Junio de 2007 a Noviembre de 2008
que concurrieron al Servicio de Dermatologia del Hospital
Provincial del Centenario (Rosario, provincia de Santa Fe)
para la remocion quirtrgica de lesiones cutaneas. El pro-
tocolo de reclutamiento y los procedimientos para la toma
de muestras fueron evaluados y aprobados por los Comité
de Etica de la Facultad de Ciencias Bioguimicas y Farma-
céuticas de la UNR (Exp. N° 6060/048) y por el Hospital
Provincial del Centenario (Exp. N° 036245-S). Todos los
pacientes que intervinieron en el estudio firmaron un con-
sentimiento informado y se realizaron historias clinicas
donde se incluyeron los datos acerca de edad, sexo, ante-
cedentes personales de enfermedades, medicaciones
que recibfan y fototipo de piel segun la clasificacion des-
cripta por Fitzpatrick[9].
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toldgicos obtenidos.

Se tomaron 5 muestras por paciente en los siguientes
sitios: a) piel sana expuesta a RUV (regién frontal del rostro),
b) piel sana no expuesta a RUV (region axilar), c) area perile-
sional, d) superficie de la lesion, y e) lesion. Las muestras ay
b fueron tomadas con hisopo estéril embebido en solucién
salina (NaCl 0,9%). Las biopsias de lesiones (muestra €) se
obtuvieron mediante losange o shaving, de acuerdo a las
caracteristicas de cada una de ellas, y posteriormente fueron
fragmentadas para el estudio histolégico y virolégico.

Para la histopatologia se realiz6 la inclusién del tejido en
parafina, y luego los diferentes cortes con posterior tincién de
cada uno de ellos, con hematoxilina y eosina. Este estudio,
permitié obtener el diagndstico de cada una de las lesiones.

Las lesiones benignas consideradas mayormente, de
acuerdo al examen clinico previo fueron: queratosis sebo-
rreicas, queratosis actinicas, nevos, verrugas vulgares geni-
tales y extragenitales; y las malignas fueron carcinomas
basocelulary espinocelular.

Analisis viroldgico

El estado de infeccion y la identificacion de los PVH involu-
crados se determind utilizando 2 sistemas de cebadores: los
FAP[11]y los CUT[10]. En ambos casos se utiliz6 como
estrategia de amplificacion la técnica de PCR (polymerase
chain reaction) anidada. Los productos amplificados con
cada sistema de cebadores fueron analizados por electrofo-
resis en gel de agarosa al 2%. La identificacion de los HPV
involucrados se realiz6 por secuenciacion directa de los pro-

ductos amplificados que arrojaron bandas visibles con
tamafios adecuados para cada par de cebadores[9]. Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con los HPV des-
criptos cuyas secuencias estan depositadas en el GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Resultados

Se analizaron 67 pacientes de ambos sexos, 41 fueron mas-
culinos y 26 femeninos con una edad promedio de 51 afios
(rango etario: 19-89 afios), que consultaron al Servicio de
Dermatologia del Hospital Provincial del Centenario. Los
fototipos hallados fueron I, 11, 11, y IV con una prevalencia del
6%, 66%, 27% y 1%, respectivamente. Se recolectaron 335
muestras en total, de las cuales 268 se obtuvieron por hiso-
padosy 67 fueron por losange o shaving.

De las 67 lesiones que fueron sometidas a estudio histo-
patolégico se obtuvieron 17 queratosis seborreicas, 15
verrugas vulgares, 9 verrugas genitales, 7 queratosis actini-
cas, 5 CPNM, 3 acrocordones, 2 nevus verrucosos, 1 acan-
toma acantolitico, 1 fibroqueratoma, 1 nevo melanocitico, 1
nevo intradérmico, 1 linfoma cutaneo, 1 psoriasis vulgar, 1
cuerno triquilemal, 1 liquen hipertréfico, 1 papula fibrosa del
dorso de la nariz (Figura 1).

De las 335 muestras, 35 resultaron no idéneas para la
amplificacion por PCR (negativas para la amplificacion de
un fragmento del gen que codifica para la b-globina
humana), por lo que las muestras efectivas en estudio fue-
ron 300.
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Tabla 1. Prevalencia de HPV en las distintas lesiones.

iagndsti Biopsias analiz
Diagnéstico opsias analizadas

Frecuencia de HPV . <
Tipo mas frecuente

n (%) n (%)
Queratosis seborreica 15(24) 4(27) HPV-2
Queratosis actinica 7(11) 0(0) -
Cancer de piel no melanoma 4(6) 0(0) -
Vlerruga vulgar 14(22) 7(50) HPV-2
Verruga genital 9(14) 8(88) HPV-6
QOtras lesiones 14(22) 0(0) -
Total 63 19(30)
La frecuencia de ADN de PVH hallado fue del 58% Comentario

(176/300). En relacion a las muestras tomadas de piel sana,
la frecuencia de infeccién por PVH fue mayor en las areas
expuestas a RUV que en las no expuestas (75% vs 39%, res-
pectivamente) (Tabla 1). Respecto a las muestras tomadas
en relacion a la lesion, se identific6 méas frecuentemente
ADN de HPV en el area perilesional (75%) seguido por el
rea superficial de la lesion (66%) y por la biopsia (35%).

Se identificaron 69 tipos diferentes de PVH, 30 de los
cuales estan caracterizados completamente (se conoce todo
su genoma), 22 parcialmente (se conoce solo un fragmento
de amplificacién por PCR) y 17 tipos putativos nuevos (los
cuales fueron denominados como GCO1 al GC017)[10], o
sea que los fragmentos secuenciados no coinciden con las
genomas descriptos con anterioridad de acuerdo al banco
gendmico. Los tipos de PVH mas frecuentes fueron el PVH-2
y PVH-6 (Tabla 2). Entre los tipos putativos nuevos, el GCO2
fue el méas prevalente, seguido por el GCO7 y el GC12.

En areas de piel normal expuestas a RUV predominaron
los tipos PVH-8 y PVH-20, en cambio en las no expuestas
predomin6 el PVH-21. En &reas perilesionales predomino el
PVH-20y en los hisopados de las lesiones y en las biopsias,
el PVH-6 fue el predominante, principalmente por su ele-
vada prevalencia en lesiones del drea genital o cercana a
ella.

Se logré secuenciar el genoma completo de un tipo puta-
tivo nuevo, GCO2, a partir de una muestra a proveniente de
un individuo incluido en el grupo de verrugas genitales. El
nuevo virus fue designado como PVH 115,y posteriormente
el anélisis filogenético permitié su categorizaciéon como un
nuevo Beta-papillomavirus de la especie 3[10].

La identificacion del PVH en las distintas lesiones estu-
diadas se detalla en la (Tabla 2). En las verrugas vulgares y
genitales predominaron el PVH-2 y el PVH-6, respectiva-
mente, tipos de PVH considerados agentes etiolégicos de
estas entidades. Por otro lado, no se detectaron tipos de PVH
en los casos de carcinomas cutaneos (CPNM) y lesiones
precursoras (queratosis actinica).

Med Cutan Iber Lat Am 2013;41(3):97-102

La gran variabilidad genética de los distintos PVH cutaneos,
el amplio numero de tipos identificados y el reducido
nimero de genomas presentes en las células infectadas
constituyen dificultades técnicas que obstaculizan la identi-
ficacion de los distintos PVH cutéaneos y la asociacion de
éstos a ciertas patologias. En este trabajo demostramos la
presencia de ADN de PVH en el 58% de las muestras anali-
zadas.

Los resultados obtenidos nos permiten corroborar estudios
previos, que demuestran la existencia de una amplia variedad
de tipos de PVH en la piel[12, 14](Tabla 2)y, a su vez, que en
regiones donde la piel se encuentra expuesta a RUV la detec-
cion del virus es mayor (Tabla 1)[8, 12, 13, 15, 16].

Se logré detectar PVH en un 27% de las queratosis sebo-
rreicas analizadas, coincidiendo de esta manera, con lo ya
descripto en trabajos previos, que sefialan esta asociacion,
con una prevalencia similar[17-191.

De las 7 queratosis actinicas estudiadas, ninguna pre-
sentaba positividad para el virus en estudio, lo que difiere
con estudios previos, que identificaron el PVH en dichas
lesiones, con una prevalencia que varia desde 22,5 al 70%
segln las diferentes publicaciones[15, 20, 211.

En cuanto a la prevalencia del virus en las verrugas, se
evidenci6 que en las vulgares fue del 50%, siendo el tipo
mas frecuentemente encontrado el PVH 2, mientras que
en las anogenitales dicha asociacién fue del 88%, y el
PVH 6 fue el virus identificado en la mayoria de estas
lesiones.

Por otro lado tanto con los cebadores CUT como con
los FAP se pudieron identificar 17 “posibles tipos” nuevos
de PVH de los cudles solo se conoce el fragmento de ampli-
ficacion por PCR[12, 13]. En los ultimos afios se han
caracterizado en distintas partes del mundo los genomas
completos de mas de 50 “posibles tipos” nuevos de PVH
pertenecientes a distintos géneros y cuyas secuencias se
encuentran disponibles en las bases de datos. La caracte-
rizacion de los genomas completos es un aporte sustancial
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Tabla 1. Escala de valoracion de la dermatitis seborreica del cuero cabelludo

Muestras
Tipos de lesiones
A B C D E
Queratosis seborreica (n: 17) GC12.1, FA91, HPV-2, FA25 HPV-2, FA91, HPV-47, HPV-2, HPV-5 HPV-2
HPV-20, HPV-24, FA119, HPV-21 HPV-14D, HPV-21, Cand89, HPV-24, HPV-93
FA123, HPV-8, FA39 FA132, FA39, HPV-93, HPV38b, FA132, HPV-11
HPV-21, FA39, FAIMVSV6.5, HPV-115 HPV-38, HPV-62, HPV-5, HPV-20, HPV-22
HPV14D, HPV-19, FA27 HPV-20, GCO9, HPV-10, HPV-115
HPV-115, FA132, HPV-10, HPV-115, HPV-10,
GC10, FA23, HPV-28, GC16, HPV-8, HPV-93, FA116
FA116, HPV-50, FA27,
FA126, GCO4
Verrugas vulgares (n: 15) HPV-2, HPV-93, HPV-8, FA23, FA127, HPV-21, HPV-2, HPV-2, HPV-43,GC13,  HPV-2, HPV-5,
FA119, HPV-43, FA132, HPV-11 FA119, HPV-5, FA127, HPV-6, FA119, HPV-24,  HPV-19, HPV-6
HPV-19, FA16.1, HPV-43, HPV-19, FA126, FA16, HPV-21, FA25
HPV-10, HPV-8, FA91, HPV-6, GC12.2, HPV-24,
HPV-47, FAB3, FA91, FA16, GCO7.1
FA132, HPV-21, FA132, FAG2
Verrugas genitales (n: 9) HPV-115, HPV-43, HPV-21 HPV-111, HPV-80, HPV-6, HPV-43, HPV-6, HPV-11
HPV-19, HPV-7, HPV-11, HPV-43, HPV-19, FA16,
HPV-115, HPV-11, HPV-19, HPV-11
FA37 HPV-7, HPV-12, HPV-6
Carcinomas espinocelular GCO1, HPV-20, FA-37, GC10 HPV-110, HPV-38, HPV-110, HPV-12, Negativas
y basocelular (n: 5) HPV-37, HPV-93, HPV-8 HPV-5, HPV-100, HPV-20, HPV-21
HPV-50, FA23, HPV-20,
FA150, HPV-11, HPV-49,
FA149, FA16
Queratosis actinicas (n: 7) FA118, GCO9, HPV-19 HPV-19, FA25, HPV-50, GCO8, GCO5, Negativas
FA25, FAIMVS9, HPV-20, HPV-21 HPV-19, HPV-24
HPV-21 HPV-20, HPV-21
FA124, FA37
Otras lesiones (n: 14) FA8, GC17, HPV-21, HPV-38, HPV-24, HPV-24, HPV-47, Negativas
HPV-24, HPV-47, HPV-15, HPV-115, vs92-1, GC07.2, FA89,
GC07.2,GC16, FAl4, vs92-1, FA66, FA132, FA89, FAG6, HPV-8
HPV-20, HPV-110, HPV-9, FA119, HPV-107, GC11,
HPV-21, HPV-5, HPV-11 FA9, HPV-21, HPV-8,
FA119 HPV-8, FA39, GC07.1

para poder entender la historia natural de estos virus y
tener un panorama completo de la familia Papillomaviri-
dae. En base a esto, nuestro grupo de trabajo pudo carac-
terizar el genoma completo del GCO2, uno de los 17 “posi-
bles tipos” nuevos, denominado PVH-115, nuevo miembro
del género Beta-papillomavirus especie 3. Este PVH fue el
mas prevalente dentro de los 17 putativos nuevos. Por otra
parte, cabe destacar que éste es el primer PVH identificado
en Sudamérica.

Los resultados analizados nos permiten confirmar que la
metodologia desarrollada para la deteccion del virus es sen-
sible y especifica, obteniendo de esta manera una certera
identificacion de secuencias de ADN de PVH.

Por ultimo no se pudo precisar la asociacion entre el
virus y las lesiones cuténeas malignas analizadas en este tra-
bajo, ya que para poder inferir sobre la existencia de dicha
relacion, se requiere de un estudio de un mayor numero de
lesiones de estas caracteristicas. Por lo tanto la realizacion de
estudios que incluyan mayor nimero de pacientes permitiria
identificar si hay relacion causal entre estas lesiones cutaneas
malignas no melanoma y el papilomavirus humano.
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