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ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) is recognized as the commonest sexually transmitted disease and is usually divided into low- and high-risk group. The lat-
ter (particularly HPV-16 and HPV-18) are the well established necessary cause (although not sufficient) of cervical cancer, and are also involved in the
carcinogenesis of other genital (vulva, vagina, anus, penis) and extra-genital malignancies (oral cavity, pharynx, larynx). The high-risk E7 proteins drive cell
proliferation through their association with Rb (retinoblastoma), and contribute to neoplastic progression, whereas high-risk E6-mediated p53 degradation
prevents the normal repair of chance mutations in the cellular genome. Cancers usually arise in individuals who fail to resolve their infection and who retain
oncogene expression for years or decades. Cofactors (smoking, multiparity, OC use, others STDs) are necessary over the persistent high-risk HPV infection
to cause cervical cancer.
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RIASSUNTO

La famiglia degli Human Papillomavirus (HPV) rappresenta la piti comune e diffusa delle malattie a trasmissione sessuale, ed & comunemente suddivisa
genotipi a basso-rischio ed alto-rischio. Quest'ultimi (in particolare 'THPV 16 e 18) sono riconosciuti come la causa necessaria del cancro del collo
dell’utero e, in generale, tra i pili importanti virus carcinogenetici per la specie umana. Il ruolo trasformante, infatti, non si esaurisce nella genesi del
cervicocarcinoma, ma ¢ fortemente correlato ad altre neoplasie della sfera genitale femminile e maschile (vulva, vagina, ano, pene) e neoplasie extra-
genitali (cavitd orale, faringe, laringe). Le potenzialita carcinogenetiche sono ascrivibili a due oncoproteine virali (E6 ed E7) che, dopo I'avvenuta
integrazione del genoma virale in quello dell’ospite, determinano un incontrollato stimolo proliferativo, con diminuzione dei meccanismi di controllo
e di sorveglianza cellulare, conseguente accumulo delle anomalie genetiche, aumento dell’instabilith genomica e comparsa di aneuploidia.

Parole chiave: hpv, cervicocarcinoma; carcinogenesi

INTRODUZIONE cessaria’ non solo nella genesi del cervicocarcinoma, ma anche in una
vasta serie di neoplasie del tratto genito-perineale (vulva, vagina, ano,

Negli ultimi 30 anni si & assistito, come in nessun altro campo della me- pene) ed extra-genitale (cavita orale, faringe, laringe), con percentuali di

dicina, ad una crescente mole di acquisizioni scientifiche in merito alla attribuzione variabili dal 25% al 100% (Figura 1).

carcinogenesi della cervice uterina. Le nozioni riguardanti il ruolo cen-

trale dell’Human Papillomavirus (HPV) nel determinismo del cervico- Figura 1: Patologia neoplastica genitale ed extragenitale riferibile

carcinoma (che rappresenta, dopo il cancro della mammella, la seconda allHPV

neoplasia per incidenza) hanno consentito di ridisegnarne gran parte del- e

la storia naturale, consentendo una migliore comprensione dei fenome-

ni bio-molecolari e ottimizzando la gestione clinico-terapeutica. E’ ben ROy X

evidente a tutti 'importanza di aver descritto, in modo cosi dettagliato Anus

ed articolato, la correlazione etiologica che lega una neoplasia solida (ma Oral cavity

sarebbe meglio dire numerose neoplasie solide) ad un’origine virale, a sua | S

volta responsabile della piti frequente malattia a trasmissione sessuale. (S|

Per avere un’idea della dimensione universale di questa malattia, bastera Veiive HEW ~ Tatw

pensare che nel mondo, secondo I'Organizzazione Mondiale di sanita, Penis
non vi sono meno di 630 milioni di individui infettati, tra uomini e
donne, dall’HPV (1, 2).

Sara inoltre necessario ricordare che 'HPV & coinvolto come “causa ne-
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1l razionale che conduce al nesso causale tra HPV e cancro della cervice
uterina ¢ ascrivibile ad almeno tre gruppi distinti di studi: epidemiolo-
gici, virologici e clinici. Ed ¢ stato soprattutto grazie all'esplosione del-
le conoscenze avvenute con I'applicazione e I'evoluzione delle tecniche
bio-molecolari, a partire dagli anni ’80, che si ¢ delineato in modo cosi
dettagliato il ruolo carcinogenetico del’HPV. I dati emersi da questi
studi esaltano il ruolo causale del Papillomavirus nella genesi del cervico-
carcinoma, confermandone Ietiologia infettiva cosi come ipotizzato da
Rigoni Stern fin dalla meta dell'800. I concetti di regressione-progres-
sione delle lesioni preneoplastiche sono stati rivisti alla luce dell’intera-
zione col Papillomavirus, ponendo I'accento sull'importanza dei genotipi
ad alto rischio nel processo di trasformazione. Le analisi epidemiologi-
che condotte negli ultimi anni, come gia sottolineato, hanno esteso le
potenzialitd carcinogenetiche del’HPV ad altre sedi genitali e distretti
anatomici extra-genitali. Alla luce di queste evidenze il gruppo di lavoro
dell'International Agency for Research on Cancer (IARC) ha classificato
'HPV come oncogeno non solo per la sede cervicale ma, pilt in generale,
per la specie umana.

Le ricadute cliniche di questa mole di informazioni scientifiche (come si
potra constatare anche dagli altri articoli di questo numero monografico)
si sono tradotte in termini diagnostici con la messa a punto di test dia-
gnostici virali e 'elaborazione del vaccino profilattico (3), cio¢ preziosi
strumenti di prevenzione. La disponibilita di questi nuovi presidi apre
una riflessione su come possa o debba cambiare, nel futuro prossimo, la
strategia di screening per il carcinoma della cervice uterina che certamen-
te dovra avvenire in modo razionale e sinergico.

Allo scopo di rendere comprensibili le interazioni virus-ospite ed i pro-
cessi biologici legati al ruolo carcinogenetico del Papillomavirus a livello
cervicale e, pil generalmente, genitale ¢ necessario introdurre alcune ge-
neralitd su questo virus: ['organizzazione genomica, il ciclo vitale e la sua
storia naturale.

GENERALITA

I Papillomavirus costituiscono un gruppo di DNA-virus appartenenti
al genere A dei Papovavirus (acronimo per Papilloma, Polioma, Va-
cuolizzante). Sono in grado di infettare diverse specie animali (bovine-
PV, canine-PV, cotton-tail rabbit-PV) e 'uvomo (human-PV), dando
origine ad un ampio spettro di lesioni. Sono stati infatti riconosciuti
circa 200 tipi di HPV, capaci di causare proliferazioni epiteliali della
cute e delle mucose: per lo pilt con caratteristiche di benignita e di
transitorietd, ma anche patologie francamente ne-
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di papillomavirus sono alla base dell’ulteriore classificazione di HPV
all'interno delle specie. Un singolo genotipo si distingue per un’ugua-
glianza della sequenza nucleotidica degli ORFs L1, E6 ed E7 di poco
inferiore al 90%; il sottotipo di HPV ¢ definito da una uguaglianza
del DNA compresa tra il 90 e il 98%, mentre le varianti dimostrano
un’uguaglianza superiore al 98%.

Il prototipo che caratterizza la specie A7 ¢ 'HPV-18, accompagnato
dai genotipi immunologicamente affini (HPV-45, 39, 59), mentre il
prototipo della specie A9 ¢ 'HPV-16, con i genotipi ad esso affini
(HPV-31, 33, 35, 587, 52). Laffinita di alcuni genotipi virali rispet-

5,

to ad altri & materia molto interessante sotto il profilo scientifico e
di probabile utilita nel management delle lesioni HPV-correlate. In
primo luogo va sottolineato che queste minime differenze nel patri-
monio genomico possono giustificare la diversa capacita di progres-
sione delle singole infezioni. Sono state identificate numerose varianti
del’HPV-16, che rappresenta il genotipo virale pitt importante dal
punto di vista dell'oncogenesi. Queste varianti sono state raggrup-
pate e denominate secondo la diversa prevalenza geografica: Europe,
North America, Central and South America, Southeast Asia, Africa.
Le non-European variants del’HPV 16 ¢ 18 sono considerate a mag-
gior rischio cancerogeno nei confronti dei rispettivi prototipi virali.
Infine, le analogie possono giustificare la cross-immunoreazione e
cross-protezione del vaccino anti-HPV nei confronti di genotipi non
presenti nella miscela vaccinale. In altre parole, le analogie immuno-
logiche tra i genotipi molto simili (HPV-16 e HPV-35; HPV-18 e
HPV-45) potrebbero condizionare un’estensione del beneficio vacci-
nale anche a tipi virali non presenti nel vaccino stesso.

HPV: ORGANIZZAZIONE GENOMICA E CICLO VITALE

5

Il Papillomavirus & costituito da un capside proteico (a sua volta
unione di 72 capsomeri, ciascuno risultante dall’assemblamento di 5
proteine strutturali L1) e racchiude una molecola circolare di DNA a
doppia elica, formata da circa 8.000 coppie di basi.

Lorganizzazione genomica ¢ simile per tutti i papillomavirus. Il DNA
¢ organizzato in due “domains” o regioni suddivisibili in sequenze
nucleotidiche, definite Open Reading Frames (ORFs, o “quadri di
lettura aperta”), che rappresentano tratti del genoma potenzialmente
trascrizionali. Ciascuno ORF ¢ capace di codificare per uno specifico
mRNA e relativa proteina. Ognuna di queste proteine svolge una par-

ticolare funzione dall’interno del ciclo vitale delTHPV.

Tabella 1 Regioni del genoma virale e funzioni proteiche

EARLY PROTEINS (Proteine precoci a replicazione virale)

Essenziale per la replicazione virale.

Essenziale per la replicazione. Fattore di trascrizione virale.

Controllo funzionale di E6 ed E7. Sito di integrazione.

Funzione non conosciuta.

Lega le proteine citoscheletriche.

Interagisce con i recettori EGF/PDGE

Degradazione di p53 ed attivazione della telomerasi.

Interazione con pRB .

Repressione della replicazione virale (a mantenimento della latenza virale ?)

NS (proteine tardive a capside virale)

Proteina capsidica maggiore. Altamente immunogenica.

oplastiche.

Lalbero filogenetico degli HPV ¢ estremamen-

te complesso e si articola in 16 generi identificati

con le lettere dell’alfabeto greco: o, B, v, d, €, , E1l

n, 6,1 & A, W, V, %, 0, T. I papillomavirus uma-

ni (HPV) afferiscono ai generi o (circa 50 genotipi E2

con prevalente tropismo mucosale) e B (a tropismo

cutaneo, cio¢ responsabili delle verruche plantari o E3
piane). La maggior parte di questi virus sono defini- E17E4
ti a basso rischio (i prototipi di questo gruppo sono E5
rappresentati dallHPV 6 e 11) e quindi in grado E6

di determinare manifestazioni proliferative benigne -

a livello cutaneo-mucosale. I genotipi virali defini-

ti ad alto rischio sono invece fortemente correlati E8NE2C
a lesioni neoplastiche, prime fra tutte quelle della LATE PROTEI
cervice uterina. I principali genotipi ad alto-rischio L1
appartengono alla specie A7 e specie A9.

Le similitudini nucleotidiche dei singoli genotipi L2

Proteina capsidica minore

2

AU
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Nel dettaglio (Tabella 1), il genoma virale comprende 3 regioni:

E (early): regione che codifica per le early-proteins, suddivisa in 6 ORFs
(open-reading frames):

El, E2, E3, E4, E5, E6, E7. Sono geni responsabili dei processi di repli-
cazione, trascrizione plasmidica e trasformazione cellulare. Costituiscono
il 45% del genoma virale.

L (late): regione che codifica per le late-protein, suddivisa in 2 ORFs
(open-reading frames):

L1 (proteina capsidica maggiore) e L2 (proteina capsidica minore). Que-
sta regione rappresenta circa il 40% dell'intero DNA virale, e sono pre-
senti le proteine strutturali del capside virale, capaci quindi di evocare
risposta immunitaria da parte dell’ospite.

LCR (long-control-region): regione non codificante (cio¢ non possiede
capacitd trascrizionale autonoma) che rappresenta il 15% del genoma
virale; ¢ sede di interazione con fattori cellulari, per la modulazione della
trascrizione di HPV (regione necessaria per la replicazione e per la trascri-
zione del genoma virale).

Il ciclo di replicazione virale ¢ rigidamente modulato da alcune proteine
virali ed avviene all'interno dello spessore epiteliale, sfruttando il proces-
so di differenziazione e di maturazione dei cheratinociti. In questo sen-
so il Papillomavirus ¢ perfettamente adattato a utilizzare le potenzialita
biologiche della struttura epiteliale (cutanea o mucosale) in cui penetra.
Questa caratteristica, di fatto, ha reso difficoltose la coltura e la crescita
in vitro dell’HPV.

Il virus si trasmette prevalentemente per via sessuale, penetra all'interno
delle mucose attraverso micro-fenestrature o micro-abrasioni della cute o
mucose, ed in particolare in alcune aree anatomiche favorenti, come la
Giunzione Squamo-Colonnare e I'area del vestibolo vulvare. CHPV rag-
giunge quindi le cellule dello strato basale-parabasale. Questa ¢ la parte
pitl profonda dell’epitelio ove il virus, persa la parte proteica capsidica,
penetra nel nucleo cellulare rimanendo in forma episomale (cio¢ in forma
circolare, extra-cromosomico). Qui si replica lentamente, con un basso
numero di copie (nell'ordine di 10-100 virus per cellula) ed esprime solo
alcune proteine precoci (E1 ed E2). In altre parole, in questa fase non vi
¢, praticamente, sintesi di DNA virale e si assiste solo ad una modesta
espressione di early-proteins. Linfezione, in questa sede, pud rimanere
silente come episoma per un periodo variabile da pochi mesi fino ad
alcuni anni, in totale assenza di alterazioni cellulari o della struttura epi-
teliale. Peraltro, la scarsa immuno-sorveglianza in questa sede anatomica
favorisce lo stato di latenza virale.

Inoltre, esiguo numero di copie virali rende difficile rilevarne la presenza
anche ai pil sensibili sistemi di riconoscimento. In altri termini, linfe-
zione latente si riferisce ad una condizione in cui in tessuti normali (sotto
il profilo clinico, cito-istologico e colposcopio) il riconoscimento virale
di sequenze di HPV-DNA avviene solo mediante metodiche di biologia
molecolare.

Negli strati epiteliali medi il virus si replica attivamente dando luogo alla
fase produttiva. Il passaggio dallo stato di latenza episomale a quello pro-
duttivo ¢& favorito da una condizione di cosiddetta permissivita cellulare.
Qui si assiste alla penetrazione dell’ HPV nel nucleo cellulare dove il suo
DNA viene codificato per la sintesi dei messaggeri ed avviene la pro-
duzione delle proteine precoci. Questa fase (detta anche di replicazione
vegetativa) ¢ resa possibile dalla differenziazione cellulare, ed ¢ caratteriz-
zata da un’ intensa espressione degli early-genes (E1aE7), da un notevole
aumento del numero delle copie (fino a 1000 virus per cellula ed oltre).
A seguito di questi fenomeni biologici si manifestano marcate modifi-
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cazioni strutturali in forma di proliferazione epiteliale ed accrescimento
stromale con asse vascolare.

Negli strati pili superficiali si esprimono compiutamente i late-genes (L1-
L2) che producono le proteine strutturali del capside virale; questa fase &
seguita dall’assemblamento del virus e dalla sua eliminazione (viral shed-
ding) dalla superficie epiteliale con possibilita, quindi, di trasmissione
della malattia.

Il carattere di infezione senza distruzione cellulare, cio¢ senza segnali di
danno biologico per l'organismo, condiziona la modesta/assente com-
ponente inflammatoria che si traduce, a sua volta, in uno scarso coin-
volgimento dell'immunita innata. Da qui, pertanto, uno degli elementi
che caratterizzano la capacita dei Papillomavirus di evadere il controllo
immunologico dell’ospite.

STORIA NATURALE DELLHPV: genotipi a basso-ri-

schio e alto-rischio

Linfezione da HPV ¢ considerata la pit frequente delle malattie a trasmis-
sione sessuale, quasi una “naturale conseguenza” dell’avere rapporti sessuali.
I fattori di rischio per 'acquisizione dell'infezione sono rappresentati da:
giovane etd, numero di partner sessuali, eth precoce al primo rapporto ses-
suale, abitudini sessuali del partner, fumo, contraccezione orale.

La probabilitd nell’'arco della vita di un contatto con 'HPV ¢ stimata,
sia per le donne che per gli uomini, nell'ordine del 70% circa, ma ¢ assai
probabile che sia ancor maggiore. Dati epidemiologici ampiamente con-
fermati indicano che solo il 25% della popolazione sessualmente attiva
ha, al momento dell’osservazione (in forma clinica o sub-clinica), o ha
avuto nel passato, un contatto con il virus (4). Questo dato mette bene
in evidenza quanto sia diffusa I'infezione da Papillomavirus e, quindi, il
suo carattere universale.

I due elementi caratteristici della storia naturale dell'infezione da HPV
sono rappresentati da:

1. alta prevalenza nelle coorti piti giovani nelle quali si manifesta di
solito con lesioni cliniche/subcliniche di basso-grado (LSIL, CIN1)
caratterizzate, per lo pill, dalla tendenza alla transitorieta ed all’elimi-
nazione della carica virale (HPV clearance) (5);

2. possibilita di persistenza dell’infezione causata dai genotipi ad alto-ri-
schio, con manifestazioni cliniche/subcliniche di lesioni di alto grado
(HSIL, CIN2, CIN3) ed eventuale successivo innesco di una cascata
di eventi che, in presenza di cofattori, conduce alla trasformazione
carcinomatosa.

Linfezione tende ad avere il picco di prevalenza intorno ai 20-25 anni
(15-25% delle giovani donne sessualmente attive), per poi diminuire
progressivamente al 3-10% dopo i 30 anni. La maggior parte delle lesioni
(sia dovute a genotipi di basso che di alto rischio) tende ad autolimitarsi
spontaneamente (6) dopo un periodo di tempo variabile in relazione al
genotipo virale (Tabella 2). Pertanto entro 18-24 mesi dall’esordio il 90%
delle donne supera spontaneamente l'infezione (7, 8) in virti dall’attiva-
zione, dopo alcuni mesi, dei meccanismi immunitari cellulo-mediati (9).
Rimane ancora da chiarire se la reazione immunitaria elimini completa-
mente il virus o ne limiti la presenza ad un esiguo numero di copie.

Va infine segnalato un significativo rialzo della prevalenza in epoca post-
menopausale di cui, al momento, si sta valutando il significato clinico
(10, 11).

Le espressioni dell'infezione del Papillomavirus sono riconducibili a le-
sioni latenti, lesioni subcliniche (evidenziabili solo in colposcopia dopo
applicazione di acido acetico) ¢ lesioni cliniche (visibili ad occhio nudo).
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Tabella 2 Clearance virale genotipo-specifica (8)
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Figura 2 Human Papillomavirus (ela-

borazione al computer)
MEDIANA 95% IC MEDIA 95% IC % positivi al 1° anno

TIPO HPV Persistenza (mesi) Persistenza (mesi) (95% 1C)

HPV 6 6.4 (4.9-7.8) 8.7 (6.8-10.6) 42 (19-65)
HPV 16 19.4 (11.2-27.5) 18.3 (12.9-23.7) 62 (46-78)
HPV 18 9.4 (4.8-14.0) 11.6 (8.8-14.4) 40 (15-65)
HPV 31 20.0 (13.4-23.6) 14.6 (11.0-18.1) 62 (35-89)
HPV 39 8.0 (5.8-10.1) 11.0 (7.0-14.9) 32 (3-61.9)
HPV 53 13.9 (11.1-16.8) 14.8 (11.4-18.3) 62 (41-83)
HPV HR any 16.6 (14.5-18.7) 17.4 (14.7-20.1) 61 (51-71)

Lo sviluppo di queste manifestazioni dipende da due ordini di macro-
fattori che variamente interagiscono tra loro: quelli legati all'ospite (eta,
status immunocompetente, HLA, fumo di sigaretta, contraccezione orale
(12) e quelli legati al virus: genotipi, varianti, carica virale, persistenza

(7, 13).

1l genotipo virale ¢ certamente il fattore virale di maggior rilevanza nella
storia naturale del’HPV. In base alle potenzialith trasformanti gli HPV
sono classificati (14, 15) in tre gruppi:

1. alto rischio (high-risk, HR): 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58,59, 68, 73, 82;

2. rischio intermedio: 26, 53, 66;

3. basso rischio (low-risk, LR): 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81, CP6108.

I genotipi a basso rischio non possiedono capacita trasformanti, cio¢ non
hanno la possibilita di dar luogo a quella cascata di eventi biologici (in
primo luogo l'integrazione nel genoma dell’ospite) necessari per lo svi-
luppo del cervicocarcinoma. Le oncoproteine espresse dalle regioni E6-
E7 di questi genotipi hanno caratteristiche biologiche differenti da quelle
dell’alto-rischio, tali cio¢ da non compromettere la stabilith genomica e
Pintegritd del ciclo cellulare dell’'ospite. Va tuttavia sottolineato che le
differenze biologiche tra le suindicate proteine E6 ed E7 sembrano essere
pilt di natura quantitativa, piuttosto che qualitativa (16).

Le espressioni cliniche dei genotipi a basso rischio sono quindi ristrette a
manifestazioni cliniche benigne, per lo piti di tipo proliferativo, come la
condilomatosi genitale (17) ed alla rara ma devastante (18, 19) papillo-
matosi respiratoria ricorrente (Jouvanile Recurrent Respiratory Laryngeal
Papillomatosis, JORRP).

Benche responsabili di oltre il 90% delle manifestazioni condilomatose
I'HPV 6 ¢ 'HPV 11 sono tuttavia presenti anche in rare condizioni a
malignita borderline, come il condiloma di Buschke—Lowenstein (ora de-
scritto come carcinoma verrucoso), nel 2-5% dei carcinomi vulvo-anali, e
ancora pilt raramente in quelle forme di papillomatosi respiratorie ricor-
renti che subiscono la trasformazione neoplastica (20). Quale sia il signi-
ficato della presenza di genotipi a basso rischio in queste lesioni rimane
ancora da stabilire.

I genotipi ad alto rischio svolgono un ruolo chiave nella oncogenesi cer-
vicale, di cui ne rappresentano la causa necessaria (21). Poiché sono forte-
mente implicati in numerose altre neoplasie genitali ed extra-genitali, sia
pure con una frazione di attribuzione inferiore rispetto alla sede cervicale,
sono stati globalmente definiti come carcinogeni per la specie umana
(Figura 2).

La persistenza dell'infezione da genotipi ad alto rischio ¢ un punto centra-

le nell’analisi degli eventi

che legano HPV alla genesi del cancro. La persistenza ¢ definita come il
riconoscimento dello stesso genotipo HPV nell’arco di 12-24 mesi, non
riguarda pilt del 10% delle donne affette da infezione da HPV ad alto
rischio, ma pone la donna ad un rischio 300 volte superiore di sviluppare
una lesione intraepiteliale di alto-grado (22). In altre parole, 'infezione
persistente seppure rara, ¢ perd un momento indispensabile per la genesi
quegli eventi biologici che portano alle lesioni di alto grado, cio¢ allo svi-
luppo e al mantenimento della lesione di alto-grado (23, 24). E’ quindi
evidente che la persistenza virale rappresenta un rilevante indicatore di
rischio nella popolazione generale: solo le donne che rimangono croniche
portatrici di HPV-HR oltre I'eta di 30-35 anni, infatti, sono descritte
come il vero gruppo ad alto rischio per lo sviluppo del carcinoma della
cervice (25-27). Va peraltro sottolineato che il concetto della persistenza
sottintende quello del fattore tempo, che gioca un ruolo di primo pia-
no nella genesi del cervicocarcinoma, poiché strettamente correlato con
Iacquisizione di cofattori e con il manifestarsi di subentranti alterazioni
dell’assetto biologico dell’epitelio infettato.

Linfezione da HPV ad alto-rischio ¢, in ultima analisi, lo start-point del-
la carcinogenesi del carcinoma della cervice uterina. La storia naturale
di quest’'ultimo (Figura 3) & caratterizzata da una lunga fase preclinica
caratterizzata dallo sviluppo delle lesioni intraepiteliali di alto-grado, che
rappresentano i veri precursori della malattia invasiva. Pur presentando
caratteri cito-morfologici simili a quelli delle lesioni invasive, le lesioni

Figura 3: Rappresentazione del menoma virale
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intraepiteliali cervicali non possiedono perd alcuna potenzialith metasta-
tica. In questo senso ¢ utile, nell’analisi dell’interazione HPV-neoplasia
cervicale, una considerazione storica sui precursori. La prima vera siste-
matizzazione delle lesioni preinvasive cervicali si deve a Reagan negli
anni '50 (28) con la classificazione di displasia (lieve, moderata, grave) e
carcinoma in situ. Una decina di anni dopo Richart (29) poneva le basi
del concetto di “continuum patologico” in cui i precursori sono parte di
un’unica entitd (definita CIN, Neoplasia Intraepiteliale Cervicale), sotto-
lineandone tutta la potenzialita evolutiva in senso neoplastico. 1l sistema
classificativo cosi unificato & suddiviso in tre gradi: CIN 1,2 e 3. Le tre
categorie cosl articolate formano uno spettro unico di un evento pato-
logico che, insorto come CIN1 e con spiccata tendenza alla regressione
spontanea, ha tuttavia in sé la potenzialita di progredire a CIN2, a CIN3
per poi acquisire le caratteristiche del carcinoma invasivo (30).

Questa classificazione ¢ stata ampiamente accettata dalla comunita scien-
tifica per numerosi motivi, tra cui la visione unitaria ed organica di un
ampia gamma di eventi patologici, uniformita di linguaggio e quindi fa-
cilita di comunicazione, possibilita di utilizzo sia in ambito citologico che
istologico. Tuttavia a partire dalla fine degli anni ’80 sono state proprio
le conoscenze in termini di infezione da HPV a modificare il concetto
di “precursore”, introducendo il sistema binario noto come the Bethe-
sda System (TBS). La novita sostanziale di questo sistema classificativo
citologico, modificato nel 1991 e nel 2001 (31, 32), sta nella definizione
di due entita distinte, denominate rispettivamente: Lesione Squamosa
Intraepiteliale (SIL) di basso-grado (Low-Grade SIL, LSIL) e Lesione
Squamosa Intraepiteliale di alto-grado (High-Grade SIL, HSIL). Le due
entitd manifestano una differente evolutivita e quindi una storia natura-
le caratterizzata da un diverso comportamento clinico. Quest'ultimo, a
sua volta, ¢ espressione rispettivamente della presenza di HPV ad alto o
basso-rischio.

Le LSIL nella maggior parte dei casi (>80%) tendono a regredire spon-
taneamente e sono attribuibili ad entrambi i genotipi di HPV (alto e
basso-rischio). Le lesioni di alto-grado, includono la CIN2 e la CIN3,
sono associati nel 70% a virus ad alto-rischio (particolarmente 16 ¢ 18)
e manifestano un concreto potenziale di progressione, specie laddove ¢
avviene I'integrazione nel genoma dell’ospite.

Sebbene il cervicocarcinoma rappresenti la seconda neoplasia femminile
al mondo e la prima in assoluto nei Paesi in via di sviluppo, il numero di
nuovi casi ogni anno in Europa ¢ circoscritto a circa 25.000 (33) mentre
nel mondo & nell’ordine di circa 400.000.

Pressoché in tutti i carcinomi della cervice uterina sono presenti fram-
menti di genoma virale integrato nel DNA dell’ospite (34). I genotipi 16
e 18 sono i pill importanti sotto il profilo della carcinogenesi cervicale,
poiché identificati nel 70% dei tumori squamosi (rispettivamente nel
60% dei casi 'HPV 16 e nel 10% I'HPV 18), seppure con alcune diffe-
renze geografiche (14, 15, 35-38). Ladenocarcinoma della cervice uterina
merita una trattazione a parte rispetto alla forma squamosa. Rappresenta
circa il 10-15% dei tumori invasivi della portio e, a dispetto dei program-
mi di screening, ¢ in costante. In USA nel periodo 1973-1996 (39) gli
istotipi ghiandolari sono quasi raddoppiati rispetto agli squamocellulari,
specie nella popolazione di colore (40), rappresentando circa il 20% delle
neoplasie cervicali.

La frazione attribuibile ai sottotipi 16 e 18 ¢ globalmente dell’ordine
dell’86% (41), senza consistenti differenze geografiche e con una maggior
compartecipazione relativa del 18 rispetto alle forme squamose. In termi-
ni di rischio per 'adenocarcinoma, all'infezione da HPV 18 corrispon-
de un odd-ratio pari a 410, decisamente superiore rispetto allHPV-16
(OR=164) (41). Laumento di questa neoplasia, di cui rimane difficile
un’esauriente interpretazione, potrebbe essere riferito ad una minor ef-
ficacia dello screening citologico nell’identificare le lesioni pre-tumorali
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ghiandolari indovate all'interno del canale cervicale. Non va dimenticato,
infatti, che la maggior parte di questi istotipi viene rilevata nei Paesi con
la piti bassa incidenza di istotipi squamosi, cio¢ laddove si pratica un effi-
cace screening citologico (42). Peraltro anche il ruolo svolto dai cofattori
nella genesi di questa neoplasia, come il fumo e la parita, sembra essere
meno rilevante rispetto agli istotipi squamosi (43). Comunque sia, I'alta
attribuzione ai genotipi 16 e 18 delle forme ghiandolari (86%) consente
di ipotizzare un beneficio post-vaccinale superiore a quanto atteso per il
carcinoma squamocellulare (70%).
La “sproporzione” numerica tra infezione da HPV ed evento neoplastico
sta a testimoniare che il cancro della cervice uterina ¢ una rara conseguen-
za di un’infezione persistente da parte di alcuni genotipi virali (35). Di
questa affermazione e del concetto biologico che la sostiene sono evidenti
non solo le implicazioni cliniche, ma anche quelle di ordine psicologico.
Il ginecologo ¢ infatti spesso chiamato a rassicurare la donna sull’estrema
diffusione del contatto col virus, e su come questo non si identifichi af-
fatto con I'insorgenza del cervicocarcinoma. Solo una minima parte delle
infezioni da HPV, infatti, & associata alla trasformazione carcinomatosa.
La “rarita” della trasformazione carcinomatosa, trova le seguenti spiega-
zioni:
* linfezione da HPV ¢ transitoria nella grandissima parte dei casi (vi-
rus ad alto-rischio compresi) e si risolve spontaneamente in 12-24
mesi con una clearance virale;

¢ le lesioni di alto grado (CIN2 e CIN3) sono quasi sempre oggetto
di terapia fisica (LEED, conizzazione, laser-vaporizzazione), che ne
interrompe pertanto la storia naturale e la possibile evoluzione verso

il carcinoma;

* le capacita trasformanti delle oncoproteine virali sono limitate all’in-
fezione persistente dei 15 sottotipi ad alto-rischio e dei 3 probabil-
mente a rischio e quindi alla successiva integrazione col genoma

dellospite;

* esistono differenze prognostiche tra le numerose variand virali all’in-
terno del gruppo ad alto-rischio;

e ¢ probabilmente necessario il mantenimento di alte cariche virali nel
tempo;

* & certamente necessaria la presenza di cofattori che accelerano/agevo-
lano i processi di cancerogenesi (alta paritd, fumo di sigaretta, altre
MTS, contraccezione orale) e alcuni eventi epigenetici, come la iper/
ipometilazione.

LA CARCINOGENESI CERVICALE

Il processo della carcinogenesi cervicale si sviluppa secondo un modello
multifasico-plurifattoriale strettamente legato all’infezione persistente
da HPV ad alto rischio (di cui rappresenta la sua causa necessaria ma
non sufficiente) e capace di originare un evento neoplastico monoclo-
nale.

Gli elementi principali su cui si basa il rapporto causale sono:

e cvidenze cliniche & sovrapposizione dei fattori di rischio e della sto-

ria naturale delT’HPV e della CIN
e conferme epidemiologiche alle evidenze sopra esposte;

e verifiche biologiche 4 costante presenza di HPV-DNA (pressocche
il 100%), con dimostrazione dell’espressione delle oncoproteine
(E6-E7) nella totalita’ dei carcinomi della portio.

La comprensione dei meccanismi implicati in questo processo obbliga
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ad affrontare tre argomenti nei quali elementi di biologia e virologia
si intrecciano strettamente con i dati della clinica: la capacita trasfor-
mante del’HPV; la suscettibilita dell’epitelio cervicale; la presenza di
variabili associate e cofattori.

CAPACITA’ TRASFORMANTE DELLHPV

La differenza tra i tipi virali a basso e ad alto rischio sta nella capaci-
ta di questi ultimi di interagire con i componenti del ciclo cellulare
ed i meccanismi ad esso correlati. Un punto critico di differenza tra
i due tipi di virus ¢ la capacita di integrarsi col genoma dell’ospite e
di dare origine ad un evento monoclonale caratterizzato da una de-
stabilizzazione genomica (21, 35). I genotipi ad alto-rischio mani-
festano le potenzialita carcinogenetiche non solo nei confronti della
cervice uterina, ma anche in altri tumori, seppure in proporzioni di-
verse (42). CHPV ¢ associato al 60% dei carcinomi vaginali; al 40-
60% dei carcinomi vulvari (44); al 45%-95% dei carcinomi anali
(14, 15); al 30% dei carcinomi della testa e del collo (10, 45).

Il percorso patogenetico vede la presenza di un’infezione persistente
da HPV ad alto rischio che agisce sull’epitelio metaplasico della
zona di trasformazione, dando origine ad una lesione intraepitelia-
le. Uintegrazione del DNA virale in quello dell’ospite, che avviene
nelle regioni genomiche E1-E2, e la successiva overespressione di E6
ed E7, con conseguente interazione con p53 e pRB, determinano
la selezione di un clone atipico. La successiva evoluzione di questo
clone ¢ modulata dalla presenza di alcuni cofattori, in particolare il
fumo di sigaretta e dalla risposta immunitaria locale.

Nel dettaglio, le capacita carcinogenetiche degli HPV ad alto ri-
schio sono legate all’azione delle proteine virali E6 ed E7 su alcu-
ni geni oncosoppressori: p53 e pRB. Lazione su queste proteine si
manifesta dopo I'avvenuta integrazione del genoma virale in quello
dell’ospite.

p53 e pRB sono indispensabili per mantenere il controllo sul ciclo
cellulare e sull’integrith dei meccanismi di eliminazione di cloni al-
terati, cio¢ dell’apoptosi. A seguito dell’integrazione del genoma vi-
rale in quello dell’ospite (e la perdita della funzione di controllo del-
la regione E2) la proteina E7 si lega alla pRB inattivandola, mentre

Figura 4: Storia naturale del’HPV alto-rischio ed integrazione di carcinogenesi (35)
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la proteina E6 determina una degradazione del p53. Questi eventi, a
loro volta, determinano un intenso ed incontrollato stimolo prolife-
rativo, la diminuzione dei meccanismi di controllo e di sorveglianza
cellulare, con conseguente accumulo delle anomalie genetiche, au-
mento dell’instabilitd genomica e comparsa di aneuploidia.

SUSCETTIBILITA’ DELLCEPITELIO CERVICALE

Il carcinoma della cervice uterina origina a livello della giunzione
squamo-colonnare (GSC), cio¢ nel punto di incontro tra due epiteli
nativi: Pepitelio squamocellulare pluristratificato che riveste I'eso-
cervice e l'epitelio cilindrico monostratificato muciparo che riveste
Iendocervice. La GSC mostra numerose e sensibili variazioni dina-
miche, potendo fluttuare in occasione di alcuni momenti della vita:
fase premenarcale, gravidanza, menopausa. In epoca fertile la GSC
si trova in corrispondenza dell’orificio uterino esterno ed ¢ pertan-
to facilmente valutabile con la colposcopia. Come tutte le linee di
contatto inter-epiteliali, anche in questa sede si assiste ad un elevato
turn-over cellulare e si manifestano continui rimodellamenti della
struttura epiteliale. Tra questi il pitt importante, sotto il profilo della
oncogenesi cervicale, ¢ quello della metaplasia. Questa viene definita
come un processo fisiologico attraverso il quale un fenotipo epiteliale
si trasforma in un altro. Il processo metaplasico ha l'obiettivo di tra-
sformare I'epitelio colonnare muciparo monostratificato in posizione
ectopica (per sostituzione o per copertura) in epitelio squamoso plu-
ristratificato, riportando il quadro anatomo-fisiologico della cervice
uterina alla normalita. Il fenomeno dell’ectopia avviene in coinciden-
za con le grandi ondate estrogeniche (fase post-menarcale, gravidan-
za), durante le quali si attiva, contemporaneamente, anche il processo
di metaplasia squamosa. Sono proprio I'alto tenore estrogenico con
maturazione dell’epitelio, 'accumulo di glicogeno e lo sviluppo della
flora lattobacillare ad attivare (attraverso I'acidificazione del pH vagi-
nale) il processo metaplasico.
Quest’ultimo ¢ caratterizzato dalla proliferazione delle cellule indif-
ferenziate (cellule di riserva subcolonnari), che gradualmente si diffe-
renziano e maturano in epitelio squamoso. Si tratta di un fenomeno
fisiologico multifocale modulato, come gia ricordato, dalle condizio-
ni del microambiente vaginale
(pH, traumatismi, flogosi), col-
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Figura 5 Fattori e cofattori nella genesi del cancro della cervice uterina (25)
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cellulare, sono quelle probabilmente a maggior suscettibilita nei con-
fronti dei genotipi virali ad alto-rischio (27). Al pari della giunzione
squamo-colonnare della cervice uterina, altre zone anatomiche in cui
si manifesta il processo metaplastico sono rappresentate dall’area ana-
le e da quella tonsillare, e che possono quindi risultare analogamente
suscettibili all'infezione da HPV.

Il primo segno dell'interazione del’HPV sull’epitelio metaplastico
darebbe origine a quello che ¢ stata definita come iperplasia atipi-
ca delle cellule di riserva. La persistenza dell’infezione, i fenomeni
di biologia virale descritti in precedenza, il grado di immunocom-
petenza, la partecipazione di altri cofattori, possono condizionare
P'ulteriore progressione di questa iniziale entita patologica in quadri
francamente displastici.

VARIABILI ASSOCIATE

Il ruolo dei cofattori nell’oncogenesi cervicale ¢ tutt’altro che trascu-
rabile (7, 14, 15, 46). Se, infatti, 'HPV ¢ la causa centrale e neces-
saria del carcinoma della cervice, non ¢ perd sufficiente, poiché non
tutte le donne infettate con HPV oncogeni sviluppano un carcinoma
invasivo. E quindi del tutto verosimile che fattori addizionali (Figura
5) agiscano in sinergia con HPV in una qualche fase, iniziale o tardi-
va, della carcinogenesi. Al momento, tuttavia, non ¢ ben chiaro quali
siano nel dettaglio questi fattori e, soprattutto, quale sia la sequenza
degli eventi extra-virali che contribuiscono all'insorgenza e alla cresci-
ta del cervicocarcinoma. I cofattori possono modulare 1"acquisizione
dell’HPV, o aumentare il rischio della persistenza dell’infezione, ov-
vero innescare cascate di processi favorenti la progressione verso la
malattia di alto grado e il cancro invasivo.

Per definizione il termine cofattore deve essere assegnato a quelle va-
riabili il cui impatto sulla malattia ¢ evidente solo nelle donne in cui
sia presenta la causa necessaria, cio¢ nelle HPV-positive. In quest’ul-
time ¢ stato riportato, sebbene con alcuni risultati conflittuali, un
ulteriore aumento del rischio per:

elevata paritd (= sette gravidanze); i motivi biologici dell’au-
mentato rischio risiederebbero nel mantenimento della zona di
trasformazione a livello esocervicale, facilitando Iesposizione

allHPV (47);

fumo di tabacco; nei fumatori attuali il rischio relativo ¢ pari a
1.60, aumenta con 'aumentare del numero di sigarette per gior-
no (sino a 1.98 per oltre 15/giorno) e tende a diminuire negli
ex-fumatori (RR= 1.12); viene chiamata in causa un’azione im-
munodepressiva esercitata dai metaboliti della nicotina nel muco
cervicale (48);

uso prolungato dei contraccettivi orali (= 5 anni), probabilmente
per un effetto di amplificazione dell’espressione dei geni virali
attraverso un meccanismo legato ai recettori del progesterone
(49); il rischio tende a diminuire lentamente dopo la cessazione

dell’utilizzo (50).

Immunodepressione; nelle pazienti affette da infezione da HIV
aumenta il rischio di insorgenza di carcinomi ano-genitali HPV-
correlati a causa della immunodeficienza indotta dall’HIV (51);
il rischio ¢ strettamente legato alla conta dei CD4 T-linfociti

altre MST; la sieropositivith da HSV-2 e l'infezione da Chlami-
dya trachomatis sono significativamente associate, nelle donne
HPV-positive, ad un aumentato rischio di cancro della cervice:
OR rispettivamente di 2.2 e 1.8. Laumentato rischio potrebbe
derivare dall’effetto della risposta inflammatoria a queste infezio-
ni, responsabile di un aumento dei radicali liberi che esplicano
un’azione negativa sulla stabilitd genomica dell’epitelio cervicale

(52).
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