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RESUMEN

El céncer cervical es el cuarto tipo de cAncer m&s comin en mujeres y se estima que alrededor
de 604,127 mujeres al afio son diagnosticadas con la enfermedad y 341,831 resultaron en
muerte a nivel mundial. La asociacién entre genotipos de alto riesgo (AR) del VPH y el cancer
de cuello uterino esta bien establecida, los mismos que estan relacionados con persistencia del
virus y desarrollo de cancer; sin embargo, existen otros factores, como el tabaquismo y habitos
en la conducta sexual, que incrementan el riesgo de desarrollar cancer cervical. Por otro lado,
existen estudios que indican que los genes que codifican para el antigeno leucocitario humano
(HLA) pueden ser determinantes relacionados con la persistencia de la infeccion por VPH y la
progresion a cancer cervical ya que son los encargados de controlar una respuesta inmune
celular efectiva para eliminar el VPH. En Ecuador, existe informacion escasa sobre los alelos
de HLA, persistencia de VPH y cancer cervical en la poblacion. En este estudio se pretende
identificar los alelos de HLA especificos de mujeres con neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
tipo I1'y 111y cancer con infeccion de VPH-16, 58, 52. Se analizaron 51 muestras y se encontrd
que los alelos HLA- A*02, HLA- B*35, HLA- C*04, HLA- DRB1*04 y HLA-DQB1*03
fueron los més frecuentes. Estos alelos ya han sido asociados a una infeccion persistente v al
desarrollo de cancer cervical en estudios previos. Este es un estudio piloto que permite elucidar
las posibles relaciones entre HLA y VPH y ayuda a comprender la persistencia de la infeccién

en ciertas mujeres y el desarrollo de cancer cervical.

Palabras clave: VPH, HLA, cancer cervical, NIC, Ecuador



ABSTRACT

Cervical cancer is a public health problem worldwide, it is the fourth most common type of
cancer in women, with around 604,127 women diagnosed per year and 341,831 deaths
worldwide. There is an association between cervical cancer development and infection with
human papillomavirus (HPV). High-risk HPV genotypes are related to HPV persistence and
cancer development; however, there are other factors, such as smoking and sexual behavior
habits, that are also associated with cervical cancer. On the other hand, studies have shown that
genes which code for human leukocyte antigen (HLA) molecules can be determinants related
to the persistence of HPV infection and progression to cervical cancer because HLAS are
responsible for controlling the immune response mediated by T-cells to efficiently clear an
HPV infection. In Ecuador, there is little information about HLA and HPV infection with high-
risk genotypes in the population. This study aimed to identify host-specific HLA alleles in
women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) Il and 111 and cancer infected with HPV-
16, 58 and 52. 51 samples were tested and the results showed that the HLA-A*02, HLA-B*35,
HLA-C*04, HLA-DRB1*04 and HLA-DQB1*03 alleles were the most frequent in this
population; these alleles have already been associated with cervical cancer in previous studies.
This pilot study enables the discovery of possible relationships between HLA and HPV and
allows to elucidate why this virus can develop a persistent infection in some women leading to

the development of cervical cancer.

Keywords: HPV, HLA, cervical cancer, CIN, Ecuador
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PARTE 1: INTRODUCCION GENERAL

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma humano (VPH) es uno de los virus de transmision sexual mas comunes
a nivel mundial. Es un virus de ADN de doble cadena sin envoltura con un genoma circular,
un tamafo aproximado de 8-kb de la familia Papillomaviridae (Ramachandran & Dork, 2021).
El genoma del VPH esta dividido en tres regiones; una de estas regiones es no codificante y las
dos regiones restantes codifican los genes tempranos y tardios del virus. Existen seis genes
tempranos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) los cuales estan involucrados en procesos como
replicacion, transcripcion, alteraciones del ciclo celular, evasion del sistema inmune y control
de la apoptosis (Cervantes, 2013). Los genes E6 y E7 juegan un papel importante ya que se
activan una vez que el virus se integra en el genoma del hospedero y producen las proteinas E6
y E7, las cuales son responsables de interferir con los genes p53 y pRb que controlan el ciclo
celular y la apoptosis; al interferir con estos genes, se pueden producir cambios en las células
que pueden conducir al desarrollo de cancer (Cervantes, 2013). En el caso de los genes tardios,
existen 2 genes, el L1y L2, que codifican los elementos necesarios para formar las proteinas

de la capside del virus (Cervantes, 2013).

El secuenciamiento de genoma completo de VPH ha permitido identificar alrededor de 220
genotipos organizados en cinco géneros basados en variaciones en la secuencia en el gen L1;
identificados como: Alfa VPH, Beta VPH, Gamma VPH, Mu VPH y Nu VPH. A los géneros
alfa y beta se les conoce como el tipo mucoso y el tipo cutaneo respectivamente basados en el
tropismo que tiene el virus de invadir el epitelio mucoso o cutaneo. El género alfa es el mas
frecuentemente estudiado y esta dividido en los genotipos de alto riesgo y los de bajo riesgo de

acuerdo con la capacidad carcinogénica de cada genotipo (Sias et al., 2019).
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El VPH tiene la capacidad de infectar las células epiteliales, especificamente se aprovecha del
proceso de diferenciacion de los queratinocitos para infectar a las células. El proceso de
infeccion comienza con una infeccion primaria de las células epiteliales basales, en donde se
desarrolla una infeccion latente con una replicacion viral baja y una limitada expresion de las
proteinas E1 y E2. Conforme los queratinocitos empiezan a diferenciarse, el resto de los genes
tempranos empiezan a expresarse y la replicaciéon viral aumenta. Al final del ciclo de
diferenciacion de los queratinocitos, las proteinas L1 y L2 son expresadas, el virus es

ensamblado y sale con la capa externa de células epiteliales (Graham, 2010).

En el 70% de los casos de cancer cervical, se ha observado que el genotipo responsable es el
VPH-16 en regiones como Norte América, Latinoamérica y Europa; sin embargo, en otras
regiones como Asia y Africa, se ha encontrado el genotipo VPH-52 y el VPH-58 (Clifford et
al., 2019). El genotipo 16 ha sido clasificado en cuatro linajes o variantes basados en la
secuencia del gen EB6; las variantes son: A, que se divide en Al, A2 y A3, conocidos también
como las variantes europeas; y A4 conocida como la variante asiatica. La variante B conocida
como la africana 1, la variante C conocida como la africana 2 y la variante D conocida como
la asiatico-americana y norteamericana (Clifford et al., 2019). Las variantes Al, A2 y A3 se
han encontrado en la mayoria de las infecciones a nivel mundial; sin embargo, es importante
recalcar que las variantes tienen diferentes distribuciones geograficas dependiendo de la
poblacion (Antafio et al., 2021). Algunos estudios han encontrado las sub-variantes A2 y A3
en muestras infectadas con VPH 58 (Mejia et al., 2016); por otro lado, en muestras infectadas
con VPH-52, se ha encontrado que estas muestras pertenecen a la sub-variante C2 (Bee at al.,

2021).
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PERSISTENCIA DEL VPH

A pesar de que la infeccion por VPH puede causar el desarrollo de cancer cervical, no siempre
es suficiente ya que, en el 90% de los casos, la infeccion es eliminada espontdneamente con

ayuda del sistema inmune (Paaso et al., 2019).

La persistencia de infecciones de VPH depende de las proteinas E5, E6 y E7, que estan
encargadas de regular la proliferacion y diferenciacion celular; estas proteinas son capaces de
manipular al sistema inmune del hospedador para permitir una continua replicacion de las
células infectadas. Adicionalmente, estas proteinas son capaces de alterar la respuesta inmune
inhibiendo las vias de sefializacion, la produccion de citocinas y la respuesta proinflamatoria
(Della Feraet al., 2021). Por otro lado, el VPH es capaz de mantener su genoma como episoma
extracromosomico que se une al ADN del hospedador. Al replicarse continuamente a niveles
bajos en un tejido diferenciado, el VPH puede mantenerse en el hospedador y, al mismo tiempo,
evitar la deteccidn por parte del sistema inmunitario (Shanmugasundaram & You, 2017). Otra
de las estrategias utilizadas por el VPH para garantizar que el genoma viral no se pierda durante
la division celular, es utilizar un mecanismo de anclaje que une el genoma viral a los
cromosomas mitéticos del hospedador a través de proteinas intermedias. Este proceso esta
mediado por la proteina E2, que juega un papel importante en el establecimiento de la
persistencia al unir los episomas virales a los cromosomas mitdticos del hospedador

(Shanmugasundaram & You, 2017).

Del 10 al 20% de las infecciones persisten de forma latente, lo que puede conducir a la
progresion de cancer (Paaso et al., 2019). Los factores de riesgo que pueden impedir la
eliminacién natural de la infeccion persistente por VPH en ciertas poblaciones han sido una
fuente importante de interés. Se ha descrito que los factores genéticos y de estilo de vida pueden

aumentar significativamente la probabilidad de desarrollar una infeccion persistente. Uno de
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los factores que podria estar asociado con la progresion a cancer cervical es el antigeno
leucocitario humano (HLA por sus siglas en inglés) debido al papel que juegan durante la
respuesta inmune frente al VPH (Shanmugasundaram & You, 2017). Ciertos alelos HLA
parecen tener una asociacién mas prominente con la incapacidad de eliminar la infeccion por
VPH y el posterior desarrollo de cancer de cuello uterino. Dada la variacion en los perfiles
inmunogénicos y los riesgos asociados entre distintos grupos étnicos, es necesaria una mayor
investigacion sobre estos marcadores genéticos para cada poblacion a fin de identificar

pacientes con un riesgo elevado de persistencia del VPH (Shanmugasundaram & You, 2017).

Adicionalmente, existen otros factores de riesgo que se han asociado con una mayor
probabilidad de desarrollar una infeccion persistente. Dada la prevalencia de infeccion con mas
de un tipo de VPH entre los pacientes, se investigd la coinfeccién con maltiples tipos de VPH
como un predictor potencial de infeccion persistente posterior. Los resultados sugieren que la
infeccion previa por VPH aumenta las posibilidades de adquirir otra infeccion por VPH
(Shanmugasundaram & You, 2017; Radley et al., 2015; Oh et al., 2015). Sin embargo, no es
definitivo si la persistencia del VPH depende de la coinfeccion. Ademas, se ha encontrado que
las variantes dentro del tipo especifico de VPH también pueden predisponer a una persona a
una infeccion persistente. Por otro lado, en casos de infeccion por VPH, se ha descubierto que
un entorno de inestabilidad gendmica aumenta la probabilidad de integracion del genoma viral
en el genoma del huésped y esto contribuye al desarrollo de una infeccion persistente

(Shanmugasundaram & You, 2017).
CANCER CERVICAL Y VPH

El céncer cervical es el cuarto tipo de cancer mas comin en mujeres y se estima que alrededor
de 604,127 mujeres al afio son diagnosticadas con la enfermedad y 314,831 resultan en muerte

a nivel mundial (Bruni et al., 2021). En Ecuador, el cancer cervical es el segundo tipo de cancer
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maés frecuente en las mujeres en general, y el tercer tipo de cancer mas frecuente en mujeres
entre 15 a 44 afios (Armijo & Sanchez, 2019). La infeccion por genotipos de VPH de alto riesgo
es el agente causal de hasta el 70% de los casos de cancer de cuello uterino en mujeres y
también esta altamente asociada con canceres del tracto genital inferior, ano y orofaringe tanto
en hombres como en mujeres (Paaso et al., 2019). El desarrollo de cancer mediado por VPH se
asocia con infeccidn persistente a largo plazo; la expresion continua de las proteinas virales
oncogeénicas E6 y E7 anula los puntos de control del ciclo celular e inhibe la deteccion
inmunitaria. En consecuencia, las células infectadas proliferan de forma descontrolada y las
mutaciones celulares se acumulan, lo que lleva a la formacién de canceres asociados al VPH

(Della Feraet al., 2021).

Existen otros factores que también estan asociados con un mayor riesgo de causar cancer
cervical. Algunos estudios han analizado los polimorfismos asociados con la enzima metileno
tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) ya que se cree que los polimorfismos en el gen codificante
de MTHFR estan relacionados con el riesgo de desarrollar cancer cervical debido a que esta
enzima dirige la homeostasis entre la sintesis y la metilacion del ADN. Algunos de estos
polimorfismos son capaces de disminuir la actividad de la enzima y esto se considera un factor
influyente en la carcinogénesis (Mora, 2016). Por otro lado, también se han estudiado los
polimorfismos en el gen Tp53 debido a que una de las mutaciones mas comunes en todos los
tipos de canceres humanos ocurre en este gen supresor de tumores, que se encuentra en el
cromosoma 17p13. Especificamente, se ha descrito el SNP Arg72Pro, que consiste en una
variacion de G a C en el exon 4 de Tp53, que es desactivado por la accion del oncogén temprano
E6 del VPH. Se cree que la presencia de este polimorfismo podria aumentar la afinidad de la
E6 viral por la Tp53, lo que facilitaria su degradacion mediante ubiquitinacion. EI Tp53
participa en el inicio de lesiones intraepiteliales escamosas, en la progresion de estas lesiones

a cancer cervical y en el riesgo de desarrollar cancer cervical en presencia de VPH. Se ha
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informado que, en poblaciones de India, China, Japon y Corea, el polimorfismo aumenta el
riesgo de desarrollar cancer (Mora, 2016). Las mujeres infectadas con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) tienen un mayor riesgo de contraer una infeccién por el
VPH, especialmente con los genotipos de alto riesgo; ademas, pueden desarrollar una infeccion
persistente que puede progresar a cancer cervical debido a la respuesta inmunitaria ineficaz
para eliminar el virus. Generalmente, las mujeres que tienen una infeccion por VIHy VPH o
cancer cervical suelen ser diagnosticadas a una edad mas temprana (Paaso et al., 2019). Existen
también otros comportamientos reproductivos y sexuales que pueden ser factores de riesgo
para desarrollar esta enfermedad. Un metaanalisis mostro que las mujeres con multiples parejas
sexuales tienen un mayor riesgo de adquirir una infeccién por VPH y tienen un mayor riesgo
de desarrollar tumor cervical maligno y no maligno. En este estudio, la edad de la primera
relacion sexual también fue catalogada como un factor de riesgo, ya que las mujeres que
empezaron a tener una vida sexual activa a una edad temprana presentaron un mayor riesgo de
desarrollar cancer cervical (Zhang et al., 2020). El uso de pildoras anticonceptivas orales
también se considera como un factor de riesgo; diferentes estudios reportan que el uso de
pildoras anticonceptivas por méas de cinco afios puede duplicar el riesgo de desarrollar cancer
cervical, y si hay una infeccion con un genotipo de VPH de alto riesgo, el riesgo puede
triplicarse (Zhang et al., 2020). Otro factor que se ha discutido en diferentes estudios es el
tabaquismo, numerosos estudios muestran que las mujeres que fuman tienen un mayor riesgo
de desarrollar cancer cervical. Los subproductos y agentes carcinogénicos del cigarrillo pueden
ser responsables de dafiar el ADN y las células que se encuentran en el cuello uterino, lo que
puede resultar en el desarrollo de cancer. Ademas, se ha demostrado que fumar puede alterar
la respuesta inmunolégica, haciéndola menos efectiva para combatir una infeccién por VPH
(Fonseca, 2011). Numerosos estudios han informado que otro factor de riesgo para el cancer

cervical podria estar relacionado con la poblacion; esto podria deberse a factores conductuales,
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culturales y socioecondmicos. En algunos paises, es posible que las mujeres no tengan acceso
a la deteccion del VPH u otras pruebas que les permitan detectar si estan en riesgo de desarrollar
cancer cervical (Cervantes, 2013); adicionalmente, el estigma social contra las personas con
enfermedades de transmision sexual también podria jugar un papel importante en las decisiones
gue toman las mujeres sobre su vida sexual (Cervantes, 2013). Finalmente, algunos estudios
reportaron que la cantidad de hijos que tiene una mujer también puede ser un factor de riesgo;
las mujeres que han dado a luz a tres 0 mas nifios corren un mayor riesgo de desarrollar cancer

cervical (Montiel et al., 2010).

ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO

El HLA es un componente importante del sistema inmunoldgico; comprende una familia de
diferentes genes que controlan la respuesta inmune contra patdgenos y virus. El complejo HLA
se codifica en el brazo corto del cromosoma 6 y se divide en tres regiones principales: HLA
Clase I (HLA-I), que comprende los genes para HLA-A, B, C, E, H, Gy F; HLA Clase Il
(HLA-II), que comprende los genes HLA-DR, DP y DQ; y HLA Clase 111 (HLA-I111), que es el
menos estudiado y se ha asociado con los genes que codifican para las proteinas del sistema
del complemento y el factor de necrosis tumoral (Cervantes, 2013). Los HLA-1 y Il estan
involucrados en la presentacion de antigenos a las células del sistema inmune. EI HLA-I se
expresa en todas las células nucleadas humanas y es responsable de la presentaciéon de
antigenos a los linfocitos T CD8+ (células T citotoxicas) y células natural killer (NK), mientras
que el HLA-I1I se expresa constitutivamente en las células presentadoras de antigeno (APC) y
esta implicado en la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4+ (células T auxiliares).
Algunos genes del HLA-I tienen funciones especificas; por ejemplo, el HLA-G juega un papel
en la proteccion de un feto contra la respuesta inmune materna; ademas, el HLA-E se ha
observado como un componente importante en la presentacion de antigenos para las células

NK. Una respuesta inmunitaria adecuada requiere la correcta activacion y presentacion de
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antigenos a las células T auxiliares y citotoxicas mediadas por HLA-I y II. Es importante
considerar el hecho de que el complejo HLA es altamente polimorfico y dado que tiene muchos
genes, permite la presentacion de diferentes antigenos que hacen que al menos uno de esos

antigenos sea reconocido para producir una respuesta inmune eficiente (Montiel et al., 2010).

HLA, VPHY CANCER CERVICAL

La eliminacion del VPH esta restringida al complejo HLA y numerosos estudios han tratado
de identificar diferentes alelos HLA para encontrar si existe alguna asociacion entre la
persistencia de la infeccidn y la progresion al cancer cervical (Cervantes, 2013); sin embargo,
los alelos HLA tienen una distribucidn especifica y su prevalencia varia segun el grupo étnico
y la ubicacion geografica (Paaso et al., 2019). Esto resalta la importancia de estudiar estos
alelos en poblaciones especificas para encontrar si existen asociaciones en los grupos
estudiados y si estas posibles asociaciones son estadisticamente significativas (Cervantes,
2013). Varios estudios han encontrado varios alelos que han sido asociados positiva y
negativamente con el cancer cervical. Entre los alelos que han demostrado una asociacién
positiva se puede encontrar el HLA-A*02, HLA-A*0301, HLA-B*35, HLA-B*37, HLA-
C*0702, HLA-DRB1*1501, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*11, HLA-DQB1*0402 y HLA-
DQB1*05 (Leo et al., 2017; Mahmud et al., 2007; Paaso et al., 2019; Wang et al., 2002). Por
otro lado, los alelos que se han visto asociados como factores protectores para el cancer cervical
incluyen HLA-B*14, HLA-B*4006, HLA-C*0202, HLA-C*08, HLA-DQB1*03, HLA-
DQB1*0603; HLA-DRB1* 13 y HLA-DRB1*0901 (Bahls et al., 2017; Paaso et al., 2019;

Wang et al., 2002)

HLA-G es un antigeno HLA clase I, que es considerado como inmunoinhibidor. Este locus
HLA-G es importante, ya que puede ser regulado positivamente por varias infecciones virales,

incluido el SARS-CoV-2, haciendo que desempefie funciones inmunosupresoras integrales



19

para favorecer la evasion inmune del virus y la posterior progresion de la enfermedad (Saenz
& Romero, 2021). Se ha observado una regulacion al alza tanto de la expresion de HLA-G,
cuando esta unido a la membrana de la superficie celular infectada por un virus, asi como
también del HLA-G soluble periférico, en diversas enfermedades infecciosas virales, como el
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), el virus del herpes simple 1, el
rabdovirus, el citomegalovirus humano, el virus de la hepatitis By C, y el virus de la influenza
A (Trabace, 2000). Estos estudios y las asociaciones encontradas recalcan la importancia que
tienen los alelos HLA para la presentacidn de antigenos y la posterior eliminacién efectiva de

los agentes etioldgicos de diferentes enfermedades mediada por el sistema inmunitario.

Se cree que la respuesta inmunoldgica puede afectar la progresion de las lesiones cervicales 'y,
en particular, que las células NK pueden desempefiar un papel en prevenir el desarrollo de
cancer cervical. Las células NK son linfocitos citotoxicos que matan a las células diana con
una expresion de moléculas HLA de clase | disminuida como mecanismo de defensa contra la
transformacion maligna o la infeccion viral (Brestovac et al., 2013; Bao et al., 2018). Estudios
previos que han investigado la influencia de las células NK en el desarrollo de la neoplasia
intraepitelial cervicouterina (NIC) han sugerido un papel protector de estas células. La
actividad de las células NK humanas esta controlada por la expresion de receptores activadores
e inhibidores que reconocen moléculas de MHC de clase I. Los receptores similares a las
inmunoglobulinas de las NK (KIR) son genéticamente altamente polimérficos y reconocen
epitopos polimorficos de HLA. La familia de genes KIR se encuentra en el cromosoma 19. La
diversidad de KIR ha sido impulsada por una rapida evolucién y si bien la determinacion de
los vinculos genéticos con el cancer de cuello uterino ha sido dificil de alcanzar, estudios
recientes han sugerido una asociacion entre el repertorio de genes KIR y el cancer de cuello
uterino (Brestovac et al., 2013; Chou et al., 2020). Otro factor que ha sido estudiado es el gen

CTLA-4; este gen esta ubicado en el cromosoma 2 en la banda 33y juega un papel importante



20

en la desregulacion de las células efectoras de linfocitos T. Hay evidencia de mdltiples
polimorfismos en CTLA-4 asociados con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes y
multiples polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en la region codificante relacionados con
la susceptibilidad a tumores humanos. Algunos estudios han demostrado que en mujeres chinas
positivas para VPH, los SNP CTLA-4 -318 C/T y CTLA-4 CT60 G/A afectan el desarrollo de
cancer cervical; aunque no hay claridad con respecto a como los polimorfismos de CTLA-4
desencadenan la neoplasia, se cree que sus causas podrian incluir la pérdida de la homeostasis
del sistema inmunoldgico, la activacion de la via de las citocinas y la sobreexpresion de CTLA-
4; este Gltimo puede desencadenar la inhibicion de la actividad inmune de las células T en

presencia de ciertos alelos (Mora, 2016).
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PARTE 2: ARTICULO CIENTIFICO

Identificacidn de los alelos del Antigeno Leucocitario Humano (HLA) asociados a la

Infeccion persistente de VPH y Céncer cervical

INTRODUCCION

El cancer cervical es el cuarto tipo de cancer mas comun en mujeres y se estima que alrededor
de 604,127 mujeres al afio son diagnosticadas con la enfermedad y 314,831 resultan en muerte
a nivel mundial (Bruni et al., 2021); en Ecuador, el cancer cervical es el segundo tipo de cancer
mas frecuente en las mujeres en general, y el tercer tipo de cancer mas frecuente en mujeres
entre 15 a 44 afios (Armijo & Sanchez, 2019). Los genotipos de VPH de alto riesgo son la
causa de la enfermedad en la mayoria de los casos. Aproximadamente el 90% de los canceres
de cuello uterino ocurren en paises de ingresos bajos y medianos que carecen de programas
organizados de deteccion y vacunacion contra el VPH (Cohen et al., 2019). Actualmente, la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) solo reconoce 12 genotipos
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) como de alto riesgo, de los cuales el VPH-16y -
18 son los més prevalentes en todo el mundo (Giuliani et al., 2021). Ademas, en varios estudios,
se ha encontrado que estos genotipos VPH-16 y VPH-18 son responsables de hasta el 70% de
casos de cancer cervical (Dalgo et al., 2017). Estudios realizados en el Ecuador, han
identificado que el genotipo VPH-16 se encuentra en aproximadamente el 53% de los casos de
lesiones precancerosas y cancerosas del cuello uterino, seguido del VPH-58 que esta presente
en aproximadamente 30% de los casos de cancer cervical. Otros estudios también mencionan
al genotipo VPH-52 que se encuentra en una alta prevalencia junto al VPH-16 especialmente
en mujeres en la Costa ecuatoriana, incluyendo Guayaquil en mujeres sin un diagndstico de
precancer o cancer (Sailemaetal., 2021). Adicionalmente a los genotipos mencionados, existen

otros que son comunes en mujeres en el Ecuador, el VPH-39, VPH-6, VPH-18, VPH-31, VPH-
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51, VPH-53 Y VPH-56 (Muentes et al., 2019; Bedoya et al., 2018; Tornesello et al., 2008);
estos genotipos han sido encontrados como los principales causantes de VPH en Ecuador; sin
embargo, de los genotipos mencionados, los que se han visto asociados con precancer y cancer

son el VPH-31, VPH-56 y el VPH-18 (Bedoya et al., 2018).

La mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y se eliminan espontdneamente en un
periodo de hasta 2 afos; sin embargo, el 10% de mujeres tienen la posibilidad de desarrollar
una infeccion persistente que puede durar por afios y convertirse en cancer cervical (Hu et al.,
2017). Se han identificado algunos factores que contribuyen a la persistencia de la infeccion
tales como: el consumo de tabaco y alcohol, la coinfeccién con multiples genotipos de VPH 'y

la reinfeccion (Fonseca, 2011).

Por otro lado, también se han identificado factores genéticos como ciertos alelos del antigeno
leucocitario humano (HLA) que podrian tener una menor capacidad para eliminar el virus y
esto puede llevar a que la infeccion sea persistente (Shanmugasundaram & You, 2017). Tanto
los HLA de clase I, como los de clase Il estan involucrados en una respuesta inmune adecuada
para eliminar el VPH ya que estan encargados de la presentacion de antigenos a las células T.
El HLA es una parte vital de la inmunidad de las células T y muestra heterogeneidad genética
entre las poblaciones. Seis genes principales (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D, HLA-E,
HLA-F) estan codificados por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC)-I1 o0 HLA-
I. Estos genes codifican un conjunto de proteinas que presentan epitopos a receptores
especificos en las células T. Especificamente, las moléculas HLA-1 y HLA-II expresadas en la
superficie celular se unen a los péptidos antigénicos del VPH y forman complejos de péptido
antigénico-MHC de clase | y Il. Las moléculas diana se presentan a las células T CD8+ y CD4+
para iniciar una respuesta inmunitaria, activar los linfocitos T citotdxicos y eliminar las células
tumorales (Cai et al., 2021). Se cree que la posesion de moléculas de HLA que se unen al VPH

con alta afinidad podria estar asociada con la proteccion contra la progresién del cancer. Por
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otro lado, la posesion de moléculas de HLA que no reconocen ni se unen a los antigenos del
VPH estaria asociada con un mayor riesgo de etapas precancerosas y cancer cervical

(Shanmugasundaram & You, 2017).

En Ecuador, la informacion sobre los alelos HLA circulantes y su relacion con el desarrollo de
NIC Il'y I y cancer por infecciones de VPH de alto riesgo es escasa. Adicionalmente, no
existen estudios que encuentren una asociacion entre los diferentes HLA con la infeccion
persistente de VPH de alto riesgo en el pais. El objetivo de este estudio es identificar la
variabilidad genética de los alelos HLA especificos presentes en muestras de mujeres con

lesiones tipo NIC Il y I11'y cancer cervical con infeccion de VPH 58, 16 y 52.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

En el estudio se incluyeron 51 muestras de ADN proveniente de biopsias de mujeres con
diagnostico de precancer (NIC 11y I11) y cancer cervical y monoinfeccion con VPH-58, 16 o
52 de un estudio previo recolectadas de 12 provincias (Mejia et al., 2016). De las 51 muestras
analizadas, 29 fueron positivas para VPH-16, 15 para el VPH-58 y 7 para el genotipo VPH-52.
En cuanto al tipo de lesion el 56.9% (29) presentaron (NIC) tipo 11, 37.3% (19) presentaron
cancer y 23.5% (12) lesion NIC I1. El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la

Universidad San Francisco de Quito (USFQ) con el codigo 2021-091M.

Tipificacion de HLA

Para la tipificacion de los alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 y HLA-DQBL se
utilizé el kit LIFECODES de IMMUCOR. Primero se amplifico el ADN correspondiente a
cada locus HLA bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo a 95°C por 3 minutos, seguido de 12
ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos; luego se llevaron

a cabo 28 ciclos a 95°C por 10 segundos, 63°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos;
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finalmente se realiz6 1 ciclo a 72°C por 2 minutos. Luego, se realiz6 el proceso de hibridacién
en el que se combind el producto de PCR con la mezcla de sondas en una placa Costar y se
realizd una nueva PCR bajo las siguientes condiciones: 97°C por 2 minutos, 47°C por 10
minutos, 56°C por minimo 8 minutos. Cuando la placa se encontraba en 56°C en espera, se
agrego la mezcla de PE-Estreptavidina y posteriormente se analiz6 los resultados utilizando el

fluoroanalizador de Luminex para obtener los diferentes alelos HLA presentes en cada muestra.

Analisis estadisticos

Se calculo la frecuencia alélica para HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 y HLA-DQB1
(Material Suplementario). La prueba exacta de Fisher fue utilizada para determinar la
asociacion de riesgo entre los alelos HLA y el cancer cervical. Para los analisis estadisticos, se
agruparon las muestras en dos grupos diferentes. EI primer grupo correspondia a todas las
muestras de neoplasia intraepitelial cervical, donde se agruparon los casos de NIC 11 y NIC 11l
(n= 32), mientras que, el segundo grupo estaba conformado por todas las muestras
diagnosticadas con cancer (n= 19). Se compard los diferentes alelos HLA de clase 1 y clase Il
entre los dos grupos (NIC y céancer) utilizando la prueba exacta de Fisher para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas. Los analisis estadisticos fueron realizados

en el programa Rstudio y un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Se incluyeron 26 (50.1%) muestras de Pichincha (PI), 5 (9.8%) muestras de Imbabura (IM), 4
(7.8%) muestras de Carchi (CA), 3 (5.9%) muestras de Chimborazo (CH), 3 (5.9%) muestras
de Cotopaxi (CO), 3 (5.9%) muestras de Sucumbios (SU), 2 (3.9%) muestras de Manabi (MA)
y 1 (1.9%) muestra de cada provincia incluyendo Napo (NA), Bolivar (BO), EIl Oro (EO),

Esmeraldas (ES) y Los Rios (LR) (Tablas 1, 2y 3).
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Se observaron ciertas diferencias en la distribucion de alelos asociados a los tres genotipos
incluidos en el estudio; el alelo HLA-A*02 fue el mas frecuente en los genotipos VPH-16 y
VPH-58 y el alelo HLA-A*24 en el VPH-52. Por otro lado, el alelo HLA-B*35 fue el mas
comun en los tres genotipos estudiados. El alelo HLA-C*04 fue el mas comun en los genotipos
VPH-16 y VPH-52, mientras que en el genotipo VPH-58, el alelo HLA-C*07 y el HLA-C*03
fueron los mas frecuentes. Finalmente, los alelos HLA-DRB1*04 y HLA-DQB1*03 fueron los
mas frecuentes en los tres genotipos estudiados.

En las muestras con genotipo VPH-16 se encontré que los alelos HLA-A*02 (55.2%) y
HLA*24 (34.5%) fueron los mas comunes. Para HLA-B, los alelos mas comunes fueron HLA-
B*35 (55.2%) y HLA-B*40 (24.1%). Para HLA-C, los alelos méas comunes fueron HLA-C*04
en 12 muestras (41.4%), HLA-C*01 y HLA-C*03 en 8 muestras (27.6%). En el caso de HLA-
DRB1, el alelo mas comun fue el HLA-DRB1*04 (44.8%) y los alelos HLA-DRB1*09
(24.1%), HLA-DRB1*08 (24.1%) y HLA-DRB1*14 (24.1%). Finalmente, para HLA-DQB1,
los alelos méas comunes fueron el HLA-DQB1*03 (86.2%) y el HLA-DQB1*02 (24.1%).

(Tabla 1).

En el caso de las muestras con genotipo VPH-58 se encontraron los siguientes alelos: para
HLA-A, los alelos HLA-A*02 (73.3%) y HLA*24 (40%) también fueron los mas comunes.
Para HLA-B, el alelo mas comdn fue HLA-B*35 (33.3%). Para HLA-C, los alelos mas
comunes fueron HLA-C*07 (33.3%), HLA-C*03 (33.3%) y HLA-C*04 (26.7%). En el caso
de HLA-DRB1], el alelo mas comun fue el HLA-DRB1*04 (46.7%) y el alelo HLA-DRB1*08
(26.7%). Finalmente, para HLA-DQB1, los alelos mas comunes fueron el HLA-DQB1*03

(66.7%) y el HLA-DQB1*04 (40%). (Tabla 2).

Para las muestras con genotipo VPH52 se encontraron los siguientes alelos: en el caso de HLA-
A, los alelos HLA-A*02 (57.1%) y HLA*24 (57.1%). Para HLA-B, el alelo mas comun fue

HLA-B*35 (85.7%). Para HLA-C, el alelo HLA-C*04 (42.9%) fue el mé&s comun. En el caso
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de HLA-DRB1, los alelos mas comunes fueron el HLA-DRB1*04 (42.9%), HLA-DRB1*08
(42.9%) y HLA-DRB1*16 (42.9%). Finalmente, para HLA-DQBL1, los alelos mas comunes

fueron el HLA-DQB1*03 (71.4%) y el HLA-DQB1*04 (42.9%) (Tabla 3).

Al realizar las comparaciones entre los alelos HLA-A, B, C, DRB1 y DQB1, los genotipos y
los tipos de lesiones, no se pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 1: Alelos HLA Clase I y Clase 11, tipo de lesion y origen geogréafico en el genotipo VPH-

16
Resultado histopatoldgico . g
Locus  Alelo n NIC Il NIC Il Céncer Origen Geografico
2 16 6 7 3 IM, CA, NA, PI, CO, CH
32 2 2 CA, CH
29 3 2 1 CA, SU, PI
24 10 4 4 2 PI, CO, SU
23 1 1 IM
HLA-A 31 2 1 PI, CO
3 3 1 1 BO, PI, IM
30 1 1 BO
68 4 1 3 CH, IM, PI, SU
33 1 1 PI
39 4 2 2 IM, CA, CO
27 2 1 1 CA, PI
40 7 3 2 CA, PI, CO, CH, SU
35 16 3 10 CA, NA, IM, PI, CH, CO
51 4 1 3 NA, PI, CH
44 3 1 2 PI, SU
45 1 1 IM
HLA-B 7 2 1 1 PI, BO
48 3 2 1 CH, PI, SU
52 1 1 CH
13 1 1 IM
18 1 1 PI
15 2 1 1 PI
55 1 1 PI
7 5 2 2 1 IM, CA, PI, BO, CO
1 8 2 3 3 CA, PI
HLA-C 3 8 3 3 2 CA, PI, CO, CH, SU, IM
4 12 3 8 1 CA, NA, IM, PI, CH, CO
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15 4 1 3 NA, PI, CH
6 3 1 2 IM, BO
8 3 2 1 CH, PI, SU
12 1 1 CH
5 1 1 PI
16 2 1 1 Su, PI
2 1 1 PI
9 7 2 5 IM, CA, PI
16 4 1 2 1 PI, CH, IM
1 2 1 1 CA, PI
4 13 5 4 4 CA, NA, PI, CO, CH, SU
7 6 3 3 CA, IM, BO, PI, SU
HLA-DRB1 14 7 3 4 IM, PI, CH, CO
8 7 1 4 2 NA, IM, CH, PI, SU
13 2 2 PI
15 1 1 PI
11 2 1 1 PI, BO
3 1 1 Pl
3 25 8 12 5 IM, CA, PI, NA, BO, CO, CH, SU
5 3 2 1 CA, PI
HLA-DQBL 2 7 4 3 PI, SU, BO, IM
4 5 1 4 NA, CH, PI, SU
6 4 2 1 1 IM, PI

Tabla 2: Alelos HLA Clase | y Clase 11, tipo de lesion y origen geogréfico en el genotipo VPH-

58
Resultado histopatoldgico . -
Locus Alelo NICII NIC IIIp Céngcer Origen Geogréfico
2 11 2 3 6 EO, IM, ES, PI, CA, CO
32 1 1 IM
29 1 1 Pl
ALAA 24 6 1 2 3 ES, MA, PI, CO
31 1 1 MA
68 1 1 Pl
39 2 1 1 Pl, CA
27 1 1 ES
40 3 1 1 1 EO, PI
HLA-B 35 5) 1 4 ES, MA, PI, LR
51 2 1 1 Pl
44 1 1 M
45 1 1 LR
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7 1 1 EO, MA
18 1 1 IM
58 1 1 Pl
14 1 Pl
7 5 1 3 EO, MA, PI, CA
1 1 1 Pl
3 5 1 1 3 EO, ES, PI, CO
4 4 1 3 MA, PI, LR
15 1 1 Pl
HLA-C 6 1 1 LR
8 3 1 1 1 P1, CO
12 1 1 IM
5 1 1 IM
2 1 1 ES
9 1 1 CO
16 1 1 Pl
1 2 1 1 MA, PI
4 7 1 2 4 EO, ES, PI, CA, LR
14 3 1 P1, CO
HLA-DRB1 8 4 1 3 MA. P|
13 2 1 EO, IM
15 2 1 1 IM, ES
11 1 1 Pl
3 2 1 1 Pl, LR
3 10 1 4 5 EO, ES, PI, CA, CO, LR, SU
5 3 1 2 MA, PI
HLA-DQB1 2 3 1 2 PI, LR
4 6 1 1 4 MA, PI, SU
6 3 1 2 EO, IM, ES

Tabla 3: Alelos HLA Clase 1 y Clase 11, tipo de lesion y origen geogréfico en el genotipo VPH-

52

Resultado histopatol6gico

Locus Alelo # muestras NICII NIC Il Cancer

Origen Geografico

2 4 1 1 2 PI, MA
29 1 1 MA
HLA-A 24 4 1 1 2 PI, IM
3 1 1 PI
11 1 1 PI
27 1 1 PI
HLA-B 40 1 1 MA
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35 6 2 1 3 PI, IM
44 1 1 MA
7 1 1 PI
7 1 1 PI
1 2 1 1 PI, IM
3 2 1 1 MA
HLA-C 4 3 1 2 PI
16 1 1 MA
2 1 1 PI
9 1 1 PI
16 3 1 2 MA, IM, PI
HLA-DRB1 4 3 1 2 PI, IM
8 3 2 1 MA, PI
15 2 1 1 PI
3 5 2 3 PI, IM, MA
5 1 1 PI
HLA-DQBL 4 3 2 1 MA, PI
6 2 1 1 PI

Adicionalmente, se realiz6 una comparacion entre los alelos y el tipo de lesion. En este caso,
el alelo HLA-A*02 fue el mas comdn en los casos de NIC II, NIC 111y cancer. En el caso de
HLA-C, el alelo HLA-C*07 fue mas frecuente en las muestras de NIC 11, mientras que el alelo
HLA-C*03 fue méas frecuente en muestras de cancer y el alelo HLA-C*01 fue mas frecuente
en muestras de NIC I1l. Para los alelos HLA-DRB1, el alelo HLA-DRB1*04 fue mas frecuente
en muestras de cancer, mientras que el alelo HLA-DRB1*14 fue mas frecuente en muestras de
NIC II; por otro lado, los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DRB1*15 fueron los méas prevalentes
en las lesiones de cancer. Finalmente, dentro de los alelos HLA-DQB1, el alelo HLA-
DQB1*02, HLA-DQB1*03, HLA-DQB1*05 y HLA-DQB1*06 fueron mas frecuentes en los
casos de cancer, y HLA-DQB1*04 fue mas frecuente en las lesiones tipo NIC II.

DISCUSION

La respuesta inmunitaria del hospedador juega un papel muy importante en la eliminacion de
la infeccion de VPH y en la persistencia del virus que puede conllevar al desarrollo de cancer.

Existen algunos estudios que reportan asociaciones de alelos HLA Clase | y Clase Il con cancer
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cervical y VPH 16 (Dao et al., 2005). En Ecuador, la informacion sobre los alelos HLA
circulantes y su relacion con el cancer cervical es escasa. Después de un analisis de la literatura,
este seria el primer estudio en el Ecuador donde se analiza la relacion entre HLA, VPH y cancer

cervical.

Los alelos HLA-A*02 y HLA-A*24 estuvieron presentes en los tres genotipos tanto en las
lesiones tipo NIC 11 'y NIC 1ll, como en las muestras de cancer. En el caso de HLA-A*02, se
ha demostrado que este alelo esta asociado con un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical
en estudios realizados en mujeres japonesas y suecas con VPH 16 y cancer cervical, (Wright
et al., 2022). En Bolivia se encontré que este alelo era uno de los méas frecuentes encontrados
en la poblacién; sin embargo, los investigadores no lograron encontrar asociaciones
estadisticamente significativas entre este alelo y el cancer cervical y se cree que esto podria
deberse a la baja prevalencia de este alelo en la poblacion de pacientes infectados que formaron
parte del estudio y al bajo nUmero de pacientes con lesiones precancerosas y cancerosas
incluidas en el mismo (Cervantes et al., 2003). Por otro lado, la base de datos Allele Frequency
Net muestra los alelos HLA mas comunes en los diferentes continentes y el alelo HLA-A*02
es uno de los mas comunes encontrados en Centro y Sudamérica (Gonzalez-Galarza et al.,
2020); se cree que este alelo, al no ser comun en otros continentes, podria estar relacionado
con la etnia; sin embargo, no hay estudios concluyentes sobre este alelo y si verdaderamente
tiene una relacién con etnias especificas (Gonzélez-Galarza et al., 2020). Este alelo ha sido
estudiado en otras infecciones virales; por ejemplo, en un estudio realizado en pacientes con
SARS-CoV-2, se observo que los linfocitos T CD8+ que reconocen los péptidos del SARS-
CoV-2 presentados por el alelo HLA-A*02:01 tenian una prevalencia baja y tenian una menor
eficiencia para la eliminacién del virus, lo que podria significar que los pacientes que posean
este alelo tienen un mayor riesgo relativo de adquirir la enfermedad (Habel et al., 2020). Otro

estudio realizado en pacientes seronegativos de HIV mostro que el alelo HLA-A*02:01 estaba
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presente en una menor frecuencia en estos pacientes, por lo que podria estar asociado con un
mayor riesgo de adquirir VIH (Rallon et al., 2017). Finalmente, también se ha observado que
este mismo alelo, podria estar relacionado con una mayor capacidad de eliminacion del virus
de la hepatitis C en la poblacion de China (Huang et al., 2016). El hecho de que diferentes
variaciones de este alelo HLA-A*02 estén relacionadas con algunas infecciones virales,
incrementa la evidencia para poder considerarlo como uno de los principales alelos a ser

estudiado tanto en cancer cervical, asi como también en otras infecciones virales.

En el caso del locus HLA-B, los alelos que se encontraron con mayor frecuencia fueron HLA-
B*35 y HLA-B*40 en los tres genotipos y se encontraron en lesiones NIC II, NIC Ill y en
cancer. En Bolivia se encontré una alta prevalencia del alelo HLA-B*35 a pesar del bajo
nimero de muestras analizadas (Cervantes et al., 2003); esto podria sugerir una posible
asociacion entre este alelo y el cancer de cuello uterino, pero se necesitan estudios en cohortes
mas grandes. Ademas, estudios realizados en mujeres con cancer de cuello uterino en India
mostraron que el alelo HLA-B*35 se asocio con un mayor riesgo de desarrollar cancer de cuello
uterino, mientras que el alelo HLA-B*40 se asocid con un menor riesgo de desarrollar cancer
(Gokhale et al., 2014). Ademas, el alelo HLA-B*40 se ha asociado con un mayor riesgo de
desarrollar una infeccion por VPH y lesiones precancerosas o cancerosas en estudios realizados
en Brasil (Bahls et al., 2017). Hay que recalcar que el alelo HLA-B*07 ha demostrado
asociaciones estadisticamente significativas con el cancer cervical en Costa Rica, China y
Estados Unidos (Zehbe et al., 2003); sin embargo, este alelo no present6 una alta frecuencia en
el presente estudio. Un metaanalisis donde se evalud las asociaciones entre alelos HLA de clase
Iy clase 11 e infeccion con VPH 16 encontrd asociaciones positivas para los alelos HLA-B*40
y HLA-B*07 (Bhaskaran & ArunKumar, 2019). Adicionalmente, estudios realizados en
pacientes con infeccion por el virus de hepatitis B, han mostrado que el alelo HLA-B*40:03

estd asociado con un mayor riesgo de adquirir una infeccion y desarrollar hepatocarcinoma ya
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que se observo que este alelo no permite generar una respuesta inmune adecuada para la
eliminaciéon de la hepatitis B en los pacientes infectados (Wang et al., 2022). Estudios
realizados en pacientes con SARS-CoV-2 han demostrado que HLA-B*07:02 genera una
respuesta de células T especifica que esta asociada con una menor severidad de la enfermedad
y una alta eficacia, por lo que actuaria como un factor protector en los pacientes (Habel et al.,
2020; Peng et al., 2022). Como es posible observar, ciertos alelos de HLA podrian ser
considerados como factores de riesgo en ciertas enfermedades y como factores protectores en
otras, recalcando asi la importancia del estudio especifico de los alelos HLA y el
establecimiento de asociaciones teniendo en cuenta la poblacion de estudio, el virus y el alelo

que se esta estudiando.

Para el locus HLA-C, los alelos HLA-C*07, HLA-C*03, HLA-C*01 y HLA-C*04 estaban
presentes en VPH-16, VPH-58 y VPH-52 tanto en todas las lesiones. Existen pocos estudios
que encuentren asociaciones entre este locus y el cancer cervical; en un estudio realizado en
Bolivia, el alelo HLA-C*04 fue el que presentd una mayor prevalencia en pacientes con cancer
cervical, pero estos hallazgos no fueron estadisticamente significativos (Cervantes et al., 2003).
Por otro lado, en el meta analisis mencionado previamente, el alelo HLA-C*04 mostrd una
asociacion negativa significativa con VPH16, lo que indica que se podria comportar como un
factor protector contra el cancer cervical (Medina et al., 2014). Estudios realizados en Brasil,
en pacientes con lesiones tipo NIC 11'y NIC I11, han encontrado que el alelo HLA-C*03:04 esta
asociado con un mayor riesgo de desarrollar estas lesiones (Gongalves et al., 2021). De la
misma manera, pacientes con SARS-CoV-2 mostraron una mayor severidad de la enfermedad
asociada al alelo HLA-C*01:04 y esta severidad estaba asociada al mismo tiempo con la edad

y el género de los pacientes (Hovhannisyan et al., 2022).

La mayoria de los estudios han centrado los anlisis en los alelos HLA clase 11. En este estudio,

para el locus HLA-DRB1, los alelos que se encontraron en los tres genotipos fueron HLA-
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DRB1*09, HLA-DRB1*16, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*08 y HLA-DRB1*14 en lesiones
NIC I, NIC 11l y cancer. A pesar de que ciertos alelos mostraban prevalencias mas altas, no se
encontraron diferencias significativas. Un estudio reciente realizado en Colombia en mujeres
con una infeccion por VPH encontrd que ciertos alelos como el HLA-DRB1*0408, *0402,
*0801 y *0804 estaban asociados con un mayor riesgo de desarrollar una infeccion persistente
por el VPH, recalcando la importancia del estudio de varios de estos alelos (Del-Rio Ospina et
al., 2020). Estudios realizados en Argentina, México y Costa Rica han asociado al alelo HLA-
DRB1*04 con un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical (Rey et al., 2012; Eiguchi et al.,
2008; Wang et al., 2001). Este alelo estuvo entre los alelos detectados con mayor frecuencia
para este locus y al compararlo con resultados obtenidos en otros estudios, se podria sugerir
que puede estar involucrado con un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical. De la misma
manera, este alelo ha sido involucrado con un mayor riesgo de infeccion por el virus de
Chikungunya y con una mayor probabilidad de desarrollar una enfermedad sintomética y
severa para el SARS-CoV-2 (Sdenz & Romero, 2021; Rueda et al., 2021). El alelo HLA-
DRB1*14 también ha sido relacionado positivamente con el cancer cervical (Paaso et al.,
2019); sin embargo, a pesar de que este alelo fue encontrado en nuestro estudio, no presento
una alta frecuencia. Este alelo también ha estado relacionado como uno de los principales
factores de riesgo genéticos en estudios realizados en pacientes con esclerosis multiple ya que
puede presentarse una alteracion en las células T y la eficiencia de la respuesta inmune (De

Mol et al., 2021).

En el caso del locus HLA-DQB1, se encontraron los alelos DQB1*03, DQB1*04, DQB1*05
y DQB1*06 en los tres genotipos en todos los tipos de lesiones. El alelo mas frecuente, HLA-
DQB1*03, ha sido asociado con un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical en varios
estudios realizados en Reino Unido, China, India, Espafia, Japon, Iran, Honduras y Venezuela

(Safaeian et al., 2014; Eiguchi et al., 2008; Alaez et al., 2011; Wang et al., 2001; Ferrera et al.,
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1999). Estos estudios fueron realizados en pacientes con lesiones tipo NIC y con cancer
cervical, lo que concuerda con lo obtenido en el presente estudio en donde este alelo esta
presente tanto en las lesiones tipo NIC I, NIC Ill y cancer cervical. Estudios en Brasil y en
México, han encontrado diferentes alelos pertenecientes a HLA-DQB1*05 como factores de
riesgo para desarrollar cancer cervical (Gongalves et al., 2021; Alaez et al., 2011). Por otro
lado, el alelo HLA-DQB1*06 ha sido catalogado como un factor protector en estudios

realizados en Argentina (Eiguchi et al., 2008).

Los estudios mencionan que los alelos HLA-A*02, HLA-A*24, HLA-B*25, HLA-B*44,
HLA-C*04, HLA-DQB1*03, HLA-DQB1*02, HLA-DQB1*04, and HLA-DRB1*04
generalmente son los mas comunes en Sudamérica (Odunsi et al., 1995). Adicionalmente, un
estudio realizado en Ecuador por Galarza y colaboradores encontr6 que los alelos HLA-A*02,
HLA-A*24, HLA-B*35, HLA-B*39, HLA-B*40:02, HLA-B*51, HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*14, HLA-DQB1*06 y HLA-DQB1*03:02 son los mas comunes en el pais al estudiar
una cohorte de 1101 donadores o receptores de 6rganos. Los alelos encontrados en este estudio
son similares a estudios previos en poblaciones de Cayapas, Afroecuatorianos y Amerindios
en Ecuador, asi como también en otras etnias nativas de Sudamérica como los Mapuches,
Aimaras y Quechuas de Bolivia y Peru (Galarza et al., 2018; Blagitko et al., 1997). Varios de
estos alelos fueron identificados en nuestro estudio; sin embargo, debido al bajo numero de
muestras incluido en el estudio, no se puede concluir con certeza si juegan un papel importante
en el desarrollo del cancer cervical. Adicionalmente, la informacion sigue siendo limitada por
lo que es importante el estudio de los alelos HLA en la region y en el pais teniendo en cuenta

las diferencias poblacionales que pueden encontrarse.

Al mismo tiempo, es importante recalcar que existen alelos en una misma region geografica
que han sido catalogados tanto como un factor de riesgo y como un factor protector. En estudios

realizados en Brasil, el alelo DQB1*0502 fue identificado como un factor de riesgo y un factor
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protector (Gongalves et al., 2021). Por otro lado, también es importante tomar en cuenta que la
mayoria de los estudios de asociacién entre VPH, HLA y cancer cervical son llevados a cabo
en pacientes con una infeccion de VPH con el genotipo 16 y no se ha extendido a entender la

relacion con otros genotipos de VPH de alto riesgo y con un nimero pequefio de muestras.

El HLA juega un papel importante en la regulacion de la inmunidad mediada contra patdgenos.
Las moléculas HLA de clase | y Il son altamente polimoérficas. Las personas que expresan
diferentes alelos HLA pueden diferir en su capacidad para presentar un conjunto determinado
de péptidos derivados del VPH; por lo tanto, los alelos HLA influyen en el resultado de la
infeccion (Gough & Simmonds, 2007). Existen estudios donde se ha demostrado que alelos
especificos de HLA clase | y clase Il estan asociados con la eliminaciéon o la infeccion
persistente del virus de la hepatitis C; al igual que en el VPH, se cree que estos alelos son
especificos para cada etnia y para el genotipo del virus (Huang et al., 2016). Adicionalmente,
existen diversos estudios donde se relaciona a los alelos HLA con diferentes virus como por
ejemplo el dengue, la hepatitis B, la influenza y el VIH. Sin embargo, varios de estos estudios
muestran resultados diversos dependiendo de la poblacién de estudio y del virus, esto podria
explicarse debido al alto nivel de polimorfismo encontrado en las moléculas HLA (Gough &
Simmonds, 2007). Por otro lado, se han realizado estudios recientes donde se relaciona el curso
de la infeccion de SARS-CoV-2 con ciertos alelos HLA (Tavasolian et al., 2021). Se cree que
poseer ciertos alelos HLA podria estar asociado a la susceptibilidad y severidad de la
enfermedad; sin embargo, al ser una enfermedad tan reciente, se necesita un mayor tiempo para
determinar si en verdad existe una asociacion (Tavasolian et al., 2021). A pesar de esto, tales
analisis pueden contribuir a identificar a personas que tengan un mayor riesgo de contraer la
enfermedad y al mismo tiempo podrian ayudar a explicar las diferencias observadas entre

poblaciones (Tavasolian et al., 2021; Shanmugasundaram & You, 2017).
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La principal limitacion de este estudio es el numero de muestras utilizado. Debido al alto
polimorfismo del HLA, es importante realizar estudios a gran escala y con un mayor numero
de muestras. Es importante recalcar la dificultad de conseguir muestras con una infeccién por
VPH de alto riesgo que tengan ademas una lesion precancerosa 0 cancerosa ya que muchas de
estas lesiones pueden tomar entre 2 0 mas afios en desarrollarse; adicionalmente, la mayoria de
las infecciones por VPH se resuelven de manera espontanea (Della Ferra et al., 2021).
Adicionalmente, es importante recalcar que este es un estudio piloto que revela la presencia de
los alelos presentes en el Ecuador lo que puede servir como una herramienta para estudios a
futuro y para elucidar el rol de los HLA en la infeccion persistente por VPH y la progresion a
cancer cervical. Otra de las limitaciones del estudio fue la falta de informacion
sociodemografica y de antecedentes personales de las pacientes, para poder realizar analisis

adicionales con otros posibles factores de riesgo.

En conclusion, este es el primer estudio en Ecuador que trata de elucidar la asociacion entre
VPH, HLA y lesiones precancerosas y cancerosas. Se identificaron los alelos HLA-A*02,
HLA-A*24, HLA-B*35, HLA-C*04, HLA-DRB1*04, HLA-DQB1*03 y HLA-DQB1*04
como los méas frecuentes. Varios de estos alelos han sido previamente reportados en
poblaciones ecuatorianas; sin embargo, no se ha estudiado su relacion con el VPH. A pesar de
esto, la presencia de estos alelos podria sugerir que los alelos encontrados en nuestro estudio
reflejan la distribucion de los mismos a nivel del pais y al verse relacionados como factores de
riesgo en otros estudios, se podria sugerir que en el pais estos alelos podrian estar involucrados
en el desarrollo de céancer cervical; sin embargo, debido al bajo nimero de muestras, es
necesario realizar nuevos estudios. En enfermedades como el cancer cervical es importante
estudiar no solamente al virus, sino también los factores del hospedador que pueden influenciar
la progresion de la enfermedad. El establecimiento de posibles relaciones entre HLA y VPH

de alto riesgo permite que se elaboren planes de prevencion y de control enfocados a estos
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nuevos hallazgos acorde al comportamiento del virus y de los HLA presentes en cada region.
El cancer cervical es una enfermedad que puede ser prevenida y el estudio de los diferentes
factores de riesgo asociados con esta enfermedad pueden ayudar a reducir el nimero de mujeres

infectadas y de muertes en todo el mundo.
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Tabla S1: Comparacién de las frecuencias alélicas de los alelos HLA tipificados entre los

diferentes genotipos de VPH.

Genotipo VPH

HLA 16 52 58
*02 0.40 0.33 0.58
HLA-A |*29 0.08 0.08 0.04
*24 0.24 0.42 0.25
*27 0.04 0.07 0.05
*40 0.13 0.07 0.14
HLA-B |*35 0.33 0.71 0.27
*44 0.08 0.07 0.05
*07 0.04 0.07 0.09
*07 0.12 0.14 0.25
*03 0.16 0.14 0.21
HLA-C |*01 0.16 0.21 0.04
*04 0.24 0.36 0.17
*02 0.02 0.07 0.04
*09 0.13 0.14 0.04
*16 0.07 0.21 0.04
HLA-
DRB1 *04 0.27 0.29 0.32
*08 0.13 0.21 0.14
*15 0.02 0.14 0.07
*03 0.63 0.57 0.47
HLA- |*05 0.05 0.07 0.10
DOB1 |*04 0.09 0.21 0.20
*06 0.07 0.14 0.13
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Tabla S2: Comparacién de las frecuencias alélicas de los alelos HLA tipificados entre los

diferentes tipos de lesion.

Tipo de lesidon

HLA NIIIC I\II:IC Cancer invasor | Cancer in situ
*02 050 0.47 0.33 0.41
ALAA o4 0.27| 0.22 0.17 0.32
*35 0.27| 0.44 0.38 0.45
HLA-B |*40 0.18| 0.06 0.13 0.14
*07 0.05| 0.03 0.13 0.09
*07 0.27| 0.12 0.17 0.14
HLA-C |*03 0.18| 0.15 0.33 0.14
*01 0.09| 0.18 0.17 0.14
*04 0.25| 0.22 0.38 0.42
HLA- |*14 0.17 0.11 0.13 0.08
DRB1 |*01 0.04| 0.03 0.13 0.04
*15 0.04| 0.06 0.13 0.04
*02 0.04| 0.15 0.25 0.12

*
HLA- *03 0.58| 0.60 0.38 0.62
DQB1 04 0.17| 0.15 0.13 0.08
*05 0.08| 0.05 0.13 0.04
*06 0.13| 0.05 0.13 0.15




