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Editoriales

Red de Investigacion en Virus del Papiloma

Humano

In order to increase the research in important health
questions at a national and institutional levels, the Hu-
man Papillomavirus Research Network of the Health Re-
search Coordination of the Instituto Mexicano del Seguro
Social offers this supplement with the purpose of assist-
ing patients that daily look for attention due to the human

A fin de incrementar la investigacion en temas prioritarios
de salud a nivel nacional e institucional, la Red de Inves-
tigacion del Virus del Papiloma Humano de la Coordina-
cion de Investigacion en Salud del Instituto Mexicano del
Seguro Social ofrece este suplemento con el objetivo de
beneficiar a las pacientes que dia a dia se atienden por el
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papilomavirus

omo una de las estrategias para generar conocimiento cienti-

fico, dar respuesta a los problemas de investigacion nacional

e institucional en temas prioritarios de salud y generar resul-
tados exitosos aplicables a la atencion integral del derechohabiente, el
Area de Promocién y Seguimiento de la Investigacion de la Division
de Desarrollo de la Investigacion de la Coordinacion de Investigacion
en Salud inici6 hace cinco aflos el Programa de Redes de Investigacion
Institucional.

Dentro de sus objetivos primordiales, esta la investigacion colabora-
tiva que represente y atienda las diversas realidades de nuestro pais y que
genere productos aplicables a los procesos de atencion médica.

El cumplimiento de estos objetivos se ha logrado a través de la inte-
gracion de investigadores clinicos de diversas especialidades médico-qui-
rurgicas, con epidemiologos, investigadores basicos (ciencias quimicas,
ciencias biologicas), investigadores en sistemas y en economia de la
salud, asi como profesionales de salud en areas administrativas claves en
la toma de decisiones del propio organismo institucional, unidos por el
interés comun, sobre un tema especifico.

Asi, el 21 de septiembre del 2010 se cred la Red de Investigacion
del Virus del Papiloma Humano (VPH) como respuesta a la solicitud de
incrementar la investigacion en los temas prioritarios de salud.

Esta estrategia esta hecha de conformidad con el informe que las auto-
ridades del Instituto Mexicano del Seguro Social presentaron al Ejecutivo
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Federal y al Congreso de la Union sobre la situacion
financiera y los riesgos del Instituto 2013-2014, en
donde establece que las enfermedades neoplésicas
constituyen, después de las enfermedades cardiovas-
culares, la diabetes y los desordenes mentales y del
comportamiento, la cuarta causa mas frecuente de
problemas de salud medida con afios de vida saluda-
bles perdidos y ajustados por discapacidad, y que los
tumores malignos ocupan el quinto lugar de egresos
hospitalarios en camas censables.

Las lineas de investigacion de la Red se han orien-
tado, principalmente, a caracterizar la asociacion de la
infeccion del VPH con el riesgo de cancer cérvicoute-
rino; conocer los diferentes genotipos del VPH en las
diversas zonas del pais,! con el fin de crear vacunas
especificas acordes a nuestra poblacion; determinar
el efecto de estrategias preventivas como vacuna-
cion y deteccion temprana; conocer el papel de las
coinfecciones con diversos tipos virales de VPH;!?
comprender la coexistencia de infeccion con virus de
inmunodeficiencia humana y su asociacion con lesio-
nes premalignas y malignas en otros 6rganos, como

la cabeza, el cuello, el tubo digestivo, o en sistemas
como el ginecolodgico, etcétera.

Las estrategias de prevencion y tamizaje en VPH se
realizan primordialmente en las unidades de primer y
segundo nivel de atencion de nuestro Instituto, y dado
que la Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro
Social permea ampliamente en todos los niveles de aten-
cion médica, los integrantes de la Red la eligieron como
medio de difusion idoneo para trasmitir el conocimiento
generado en las diferentes latitudes de México. Este
suplemento refleja fielmente el trabajo en equipo que
motiva a la Red para realizar investigacion colaborativa.

Estamos seguros de que el producto cientifico de la
Red de Investigacion en Virus del Papiloma Humano,
asi como las ideas y los conocimientos vertidos en
este suplemento generaran mas preguntas y lineas de
investigacion en los aspectos clinicos, basicos, epide-
miolégicos y de economia de salud, y de una manera
directa, tendran impacto en los trabajadores de la
salud y, sobre todo, beneficiaran a las pacientes que
diariamente se atienden por este problema en las uni-
dades de atencion médica.
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Editoriales

El virus de papiloma humano y el cancer
cervicouterino en México: una lucha continua

Given that human papillomavirus and cervical cancer are
a health problem in México, since they affect women of
reproductive age and have a negative impact on our so-
ciety, it is crucial to prevent those diseases and to raise
awareness among physicians who deal with their clinical
and therapeutic management. That is the reason why we
show three Original contributions and 13 Current themes
in this supplement of the Revista Médica del Instituto Mexi-

Dado que el virus de papiloma humano y el cancer cer-
vicouterino son un problema de salud en la poblacién
mexicana, pues afectan a mujeres en edad reproductiva e
impactan de manera negativa a nuestra sociedad, es fun-
damental prevenir esas enfermedades y concientizar a los
médicos que tratan su manejo clinico y terapéutico. Por
eso0 presentamos tres Aportaciones originales y 13 Temas
de actualidad en el presente suplemento de la Revista
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cacion y administraciéon en Salud, México

a Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social se

caracteriza por publicar resultados de investigacion y revisiones

de temas de importancia clinica y para la salud piblica, elabora-
dos por profesionales expertos del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) y otras instituciones de salud que hacen accesible informacion y
recomendaciones a la comunidad médica para el manejo de un problema
en particular. Tal es el caso del presente suplemento, que muestra temas
de actualidad sobre la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH)
y el cancer cervicouterino (CaCU) en México, problema de salud ptiblica
que sigue siendo relevante para nuestro pais, a pesar de ser el cancer
femenino con el potencial mas alto de prevencion secundaria.

El CaCU es causado por la infeccion persistente de VPH de alto
riesgo. Estudios sobre prevalencia de VPH oncogénicos han reportado
un patrén concordante de prevalencia de VPH con disminucién de la
edad, eliminacion viral y reduccion de exposicion a nuevos tipos de
VPH.! La prevalencia viral es el producto de la incidencia (adquisicion
de nuevas infecciones) y la duracion (persistencia). Los posibles meca-
nismos que favorecerian una mayor prevalencia de VPH incluyen la
edad, el comportamiento sexual femenino o masculino, el aumento de
la deteccion de la infeccion por VPH, cambios del epitelio cérvico vagi-
nal debido a la edad o relacionados con la menopausia y senescencia
inmune relacionada con la edad, lo cual conduce a un aumento de la
reactivacion de infecciones latentes y asi a un aumento en la detec-
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cion de nuevos casos de infeccion.! Ademas, ha sido
determinada recientemente la prevalencia y la atribu-
cion estimada de diferentes genotipos de VPH con el
desarrollo de lesion premaligna en cérvix y CaCU.%>

En virtud de que el CaCU continua siendo un
problema de salud en nuestra poblacion que afecta a
mujeres en edad reproductiva e impacta a la sociedad
mexicana, es de gran importancia enfrentar el desafio
que representa la prevencion de esta enfermedad y la
concientizacion del papel que tienen los médicos tra-
tantes en su manejo clinico y terapéutico. Es por eso
que este suplemento especial de la Revista Médica
del Instituto Mexicano del Seguro Social, confor-
mado por tres articulos originales y doce de revi-
sion, adquiere mas relevancia si se toma en cuenta el
amplio auditorio de los profesionales de la salud a los
que la revista llega.

Los tres articulos originales presentan la prevalen-
cia de genotipos de VPH en México y a nivel mun-
dial, la frecuencia de lesiones epiteliales cervicales
reportadas en el Laboratorio Regional de Citologia
Exfoliativa de Jalisco y la deteccion de secuencias
de semillas de microRNA celulares en el genoma de
los VPH. En México, el CaCU es el segundo tumor
maligno por el cual fallecen las mujeres (10.4 %); asi,
con una poblacion femenina estimada para el 2012 de
60 millones, 6240 mujeres mueren anualmente por
esta enfermedad.* El CaCU es un céncer prevenible,
ya sea por prevencion primaria mediante las vacu-
nas profilacticas o por prevencion secundaria por
medio de citologia y prueba de deteccion de VPH.
La prueba de tamizaje ideal para CaCU debe tener,
ademas de una elevada sensibilidad, un elevado valor
predictivo positivo y seleccionar exclusivamente a
mujeres con enfermedad significativa (lesion de alto
grado o céncer) o con potencial de progresion. Sin
embargo, tanto la citologia como el analisis de VPH
detectan exceso de mujeres con VPH positivo o no
concluyente, sin lesiones significativas o que regre-
saran espontaneamente. Esto genera una sobrecarga
asistencial para su diagnostico o tratamiento.® De
esta manera, la informacion presentada en este suple-
mento podria de ser de gran ayuda para el desarrollo
de nuevas tecnologias que ayuden a solventar el pro-
blema del acumulo de pacientes que tengan diagnos-
tico positivo de VPH, y que permitan identificar cual
mujer desarrollara CaCU. El conocimiento aportado
por estos tres articulos actualizard a los profesiona-
les de la salud y favorecera la generacion de nuevas
estrategias para la prevencion temprana del CaCU.
Esto se enriquece con el articulo de la historia de la
evolucion de las pruebas de tamizaje en CaCU vy los
retos que todavia quedan por enfrentar.

El CaCU aqueja a mujeres con detrimento social,
economico y cultural. En consecuencia, es mucho
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mas comun en paises en desarrollo, en los que se pre-
senta en el 85 % de los casos. En contraste, en paises
desarrollados la incidencia de CaCU es de 3.6 %.4
En este suplemento el articulo “Cancer cervicoute-
rino y virus del papiloma humano: una mirada desde
el enfoque médico-familiar” aborda al CaCU como
un problema médico sociofamiliar y analiza el papel
del médico familiar, que por definicion es el espe-
cialista efector de la atencion primaria de la salud,
ya que se ocupa del seguimiento y la resolucion de
los problemas de salud mas frecuentes. El aporte de
este articulo daré a los profesionales de la salud una
vision mas integral del problema y redundara en un
mejor seguimiento de las pacientes que padecen esta
enfermedad.

Asimismo, doce articulos presentan diversos
abordajes de la fisiopatologia del CaCU, que inclu-
yen los mecanismos de carcinogénesis, del hospe-
dero y del propio VPH. En relacion con el VPH, tres
articulos describen las propiedades de este virus,
que van desde aspectos generales de la estructura, la
clasificacion y la replicacion del VPH hasta el papel
de la oncoproteina E7 de este virus y su funcion en
la transformacion celular, asi como la deteccion de
secuencias semillas de microRNAs celulares dentro
del genoma de los VPH. Por otro lado, tres articulos
cubren los aspectos celulares y moleculares del hués-
ped en relacion con los genes asociados al cancer,
con el papel de los genes del desarrollo tipo HOX
en el CaCU y con la via de sefalizacion Wnt y su
asociacion con el CaCU. El articulo “Estudio de la
inestabilidad cromosdmica en la progresion del can-
cer cervical mediante la técnica DBD-FISH”; nos
habla del papel de las alteraciones sufridas por las
moléculas del huésped, las cuales repercuten en el
desarrollo del CaCU. Finalmente hay dos articulos
que versan sobre aspectos alterados de la respuesta
inmune innata y como el proceso de apoptosis par-
ticipa en el desarrollo del CaCU “Mecanismos de
escape a la respuesta inmune innata en cancer cer-
vicouterino asociado a VPH” y “Modulacion de la
apoptosis por el virus de papiloma humano”.

El material aqui reunido es producto del Programa
de Redes de Investigacion Institucional, de la Coordi-
nacion de Investigacion en Salud del Instituto Mexi-
cano del Seguro Social, especificamente del esfuerzo
colaborativo de investigadores de diferentes areas,
que se vinculan a través de la Red de Investigacion
del Virus del Papiloma Humano, grupo pionero en
la investigacion multidisciplinaria en beneficio de la
poblacion.

Este tipo de esfuerzos son notables en virtud de
que muchos de los resultados publicados en este
suplemento pueden ser usados para mejorar las poli-
ticas de salud. Ademas de la informacion vertida, un
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consenso realizado recientemente en México estable-
cié guias de prevencion, diagnéstico y tratamiento,
con base en la evidencia nacional e internacional
para homogeneizar criterios a nivel nacional e inte-
rinstitucional que permitan la reduccion de la inci-

dencia y mortalidad por esta enfermedad.5 Ambos
esfuerzos aportan productos que son de gran utilidad
para la educacion continua de los profesionales de la
salud responsables de la toma de decisiones, ya sea
clinica o de politica de salud.
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HPV genotypes prevalence in México and
worldwide detected by Linear Array

Infection with human papillomavirus (HPV) is the main factor associated
with the development of cervical cancer (CC). Knowing about the preva-
lence of HPVs at different stages in the development of CC is important
for determining the HPV oncogenic risk, the development of screening
strategies, the evaluation of prevention programs, and also for vaccine
designing. This paper is a meta-analysis of HPV prevalence worldwide
and in Mexico from studies using the Linear Array® HPV Genotyping
Test as a diagnostic test (it is the commercial test that, up to date, identi-
fies the largest number of HPV genotypes in a single sample) in DNA of
cervical samples from women with normal cytology, with low grade squa-
mous intraepithelial lesions (LGSIL), with high grade squamous intraepi-
thelial lesions (HGSIL) and with CC. The most prevalent genotypes after
HPV-16 and -18 in women with CC varies depending on geographic
region, which supports the need to develop detection and prevention
strategies according to the characteristics of the population.
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Keywords Palabras clave
HPV  VPH
Papillomavirus  Papilomavirus
Cervical cancer  Cancer cervicouterino

S122

Aceptado: 04/03/2015

1 cancer cervical es un problema de salud publica

en paises en desarrollo, incluido México. Exis-

ten muchos factores asociados al desarrollo de
este cancer, tales como tener actividad sexual de manera
temprana, multiples parejas sexuales, multiples partos,
tabaquismo y ciertas deficiencias en la dieta.

La infeccion con ciertos genotipos del virus del
papiloma humano (VPH) representa el principal fac-
tor de riesgo relacionado con el cancer cervicouterino
(CaCU).! A 1a fecha, alrededor de 200 genotipos de VPH
han sido identificados; sin embargo, se ha reportado que
aproximadamente 40 infectan el tracto ano-genital y
solo los tipos de VPH-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45,
-51, -52, -56, -58 y -59 han sido clasificados como
carcinogénicos tipo 1, debido a la prevalencia y a los
tipos virales encontrados en epitelio del cérvix normal
y con cancer. Existen otros tipos virales como VPH-68,
clasificado como probablemente carcinogénico (grupo
2A), y los tipos de VPH-26, -30, -34, -53, -66, -67, -69,
-70,-73,-82, -85 y -97, clasificados como posiblemente
carcinogénicos (grupo 2B).2 A nivel mundial, los tipos
mas frecuentemente asociados a tumores malignos de
cérvix son VPH-16, -18 y -45.2 Sin embargo, algunos
tipos virales son encontrados con mayor frecuencia que
otros, dependiendo de la region geografica; por ejem-
plo, los VPH-31 y -33 son mas prevalentes en Europa
y Estados Unidos, mientras que los tipos -35 y -45 son
mas frecuentes en Africa y los tipos -52 y -58 en Asia.>

En México el CaCU es la segunda neoplasia de
mayor frecuencia y la cuarta causa de incidencia y
mortalidad por cancer en la mujer a nivel mundial. En
poblacion mexicana se ha reportado que los genotipos
de VPH-16, -18, -31, -45 y -58 son los de mayor preva-
lencia en muestras de cérvix;* sin embargo, la mayoria
de estos estudios tienen ciertas limitaciones debido a las
metodologias empleadas para el tamizaje y la genotipi-
ficacion (pues han identificado solo ciertos tipos vira-
les), ya que en un porcentaje del 5 al 8 % no se detectd

aCentro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO), Instituto
Mexicano del Seguro Social, Guadalajara, Jalisco

bDoctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad de Guadalajara,
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dLaboratorio de Oncologia Molecular, Unidad de Investigacion Mé-
dica en Enfermedades Oncoldgicas (UIMEO), Instituto Mexicano
del Seguro Social, Distrito Federal

eCentro de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN), Instituto
Mexicano del Seguro Social, Monterrey, Nuevo Leén
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Comunicacién con: Luis Felipe Jave-Suarez

Teléfono: (33) 3617 0060, extension 31926
Correo electrénico: lffave@yahoo.com
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La infeccién por el virus de papiloma humano (VPH) es
el principal factor asociado al desarrollo de cancer cervi-
couterino (CaCU). Conocer la prevalencia de los diver-
sos VPH en distintas etapas del desarrollo del CaCU es
relevante para determinar los VPH de riesgo oncogé-
nico, establecer el desarrollo de estrategias de tamizaje
y la evaluacién de programas de prevencion, asi como
para el disefio de vacunas. El presente trabajo es un
metaanalisis sobre prevalencia de VPH a nivel mundial
y en México de estudios que hayan utilizado el Linear
Array® HPV Genotyping Test como prueba diagndstica

(prueba comercial que a la fecha identifica la mayor
cantidad de genotipos de VPH en una sola muestra), en
ADN de raspados cervicales de mujeres con diagnés-
tico citolégico normal, con lesion intraepitelial escamosa
de bajo grado (LIEBG), con lesion intraepitelial esca-
mosa de alto grado (LIEAG) y con CaCU. En mujeres
con este tipo de cancer, los genotipos mas prevalentes
después de los VPH-16 y -18 varian dependiendo de la
region geografica, lo que soporta la necesidad de desa-
rrollar estrategias de deteccion y prevencion acordes a
las caracteristicas de la poblacion.

Resumen

VPH en CaCU, cuando esta reportado que menos del
0.1 % de las muestras de CaCU son negativas a VPH.
Ademas, los métodos empleados no permitieron iden-
tificar coinfecciones. Hace pocos afios, un método mas
sensible y especifico, basado en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y en la hibridacion reversa
en linea, hizo posible la deteccion de 37 genotipos de
VPH, asi como la identificacion de coinfecciones en la
misma muestra.’> Considerando lo anterior el objetivo
del estudio fue realizar un metaanalisis para determinar
la prevalencia de los genotipos de VPH a nivel mun-
dial, en muestras de cérvix sin lesiones (normal), con
lesiones precursoras y con CaCU por medio del método
de Linear Array® HPV Genotyping Test, y realizar
una comparacion con las prevalencias encontradas en
México por nuestro grupo de trabajo.

Métodos

Se realiz6 una bisqueda en las bases de datos Pub-
Med, ScienceDirect, SpringerLink y Wiley para
identificar articulos publicados hasta la fecha con los
siguientes criterios de seleccion: que la genotipifica-
cion de VPH haya sido realizada mediante el Linear
Array® HPV Genotyping Test, que reportaran la
prevalencia de VPH de acuerdo con el diagnostico
(mujeres sin lesion cervical; con lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado, LIEBG; lesion intraepite-
lial escamosa de alto grado, LIEAG; o CaCU) y que
estuvieran reportados en el estudio todos los geno-
tipos de VPH que detectara la prueba. Se revisaron
cerca de 60 manuscritos, de los cuales 32 no cum-
plieron con todos los criterios de inclusion, debido a
que solo reportaban los genotipos de VPH conside-
rados de alto grado, no agrupaban los datos segun el
diagnostico histologico o no se verificod el diagnos-
tico de las muestras. De esta manera, se incluyeron
un total de 12 estudios, los cuales cumplieron con
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todos los criterios de seleccion antes mencionados
(cuadro I).

Ademas, se incluyeron mas de 800 muestras de
ADN de mujeres mexicanas de diferentes partes
de la Republica (resultados obtenidos de la Red de
Investigacion de VPH en el Instituto Mexicano del
Seguro Social, IMSS), las cuales contaron con un
diagnostico confirmado por citologia/histopatologia
y cuya genotipificacion se llevo a cabo mediante el
Linear Array® HPV Genotyping Test. Los resulta-
dos a detalle se describen en Aguilar-Lemarroy et
al. en el Journal of Medical Virology, 2015. En total,
el presente metaanalisis incluyd 1425 muestras con
citologia normal, 1356 muestras con LIEBG, 1556
muestras con LIEAG y 957 muestras con CaCU,
provenientes de diferentes paises, como México,
Estados Unidos, Canada, Brasil, Suecia, Tanzania,
Sudafrica, Tailandia, Arabia Saudita y Australia
(cuadro I). Ademas, se incluyeron estudios en los
cuales se utilizé el mismo método de genotipifica-
cién, pero las muestras no estaban divididas por
grupo diagnostico o no se contaba con el diagnés-
tico de estas (cuadro II).

Genotipificaciéon del VPH

La determinacion de los genotipos de VPH, tanto en los
reportes seleccionados como en los realizados en las
muestras de mujeres mexicanas, se llevo a cabo mediante
la prueba Linear Array® HPV Genotyping Test (Roche
Molecular Diagnostics TM), que se basa en:

e La extraccion de ADN de células provenientes de
cérvix.

e La amplificacion del ADN mediante PCR con oli-
gonucledtidos universales para VPH, los cuales
estan biotinilados.

e La hibridacion de los productos amplificados con
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sondas de oligonucleotidos especificos para cada

tipo de VPH.

e Ladeteccion de las sondas mediante determinacion
colorimétrica.

Esta prueba incluye ademas la amplificacion del
gen beta globina humana como control interno. El
analisis de resultados se realizd visualmente con
una guia de referencia incluida en el Kit. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

El Linear Array® HPV Genotyping Test detecta
37 genotipos de VPH de alto y bajo riesgo: -6, -11,
-16, -18, -26, -31, -33, -35, -39, -40, -42, -45, -51,
-52, -53, -54 , 55, -56, -58, -59, -61, -62, -64, -66,
-67, -68, -69, -70, - 71, -72, -73 (MM9), -81, -82
(MM4), -83 (MM7), -84 (MMBS), IS39 (subtipo
VPH-82) y Cp6108 (conocido comunmente como
VPH-89 ).

Resultados

Prevalencia de VPH segun los grupos diagnésti-
cos en México

Derivado del estudio realizado en mujeres mexicanas,
se encontré una infeccion por VPH en 12.36 % de
las muestras normales, 46.03 % en LIEBG y 100 %
en las muestras con diagndstico de LIEAG y CaCU
(Aguilar-Lemarroy et al. J Med Virol, 2015).

La prevalencia de los genotipos de VPH por grupo
diagnostico mostr6 que el VPH-16 fue el tipo viral mas
frecuente en todos los grupos; seguido por VPH-62,-51/-
84, -18 y -53/-Cp6108 en controles; VPH-84, -58, -59
y -62 en LIEBG; VPH 31, -18-/-70 y -6/ -51/ -59/ 66/-
Cp6108 en LIEAG; y VPH -18, -45, -52/-58 y -39 en
CaCU (cuadro I).

Cuadro Il Prevalencia de los genotipos de VPH encontrados en diferentes regiones del mundo en muestras del diagndstico histolégico

_sin. 1° 2° 3° 4° 5 6° 7° 8° 9 10°  Referencia
diagnotico
Castle
EU 3446 16 62 31 52 53 51 61, 89 39 59 54
et al. 2008
Mujeres 33,35, Schmidt-
18 51 58, 66 71, 83 6,11, 31
nativas, 235 61 52,59 16 62 ' ’ Y o T T 39,40,  Grimminger
EU 68,45 55,72 81 Cp6108 53,54, 73 84 ctal. 2011
Mujeres 39, 61, 51,52, 35,40, 42, Schm@t-
blancas, 246 16 59 53 62 18 54 Co6108 6,45, 83 56, 58,72, 33 Grimminger
EU P 73, 81 etal. 2011
31, 33, Hariri
EU 255 16 52 18 58 45 51 35 56 et al. 2012
62 81,45, Ferrecio
hil 111 4,61 1 ' 2 7 71 1 1 42
Chile 0 84,6 6 Cp6108 52,53 0 58, 8 5 56 66, 42, et al. 2008
83
14
Rumania > 16 53 51 52 18 31 Cp6108 6,45 33 42 ursu
etal. 2011
56, 73, 26
) 18, 66, 40, AU Shaltout
Egipto 443 16 62 31,51 52 59, 84 53, 61, 67,
58, 6 Cp6108 70, 81, 83 et al. 2014
. Wong
Asia 396 52 16 58 51 18 53,56 66 33,68 39 84
et al. 2012
Ilanda 175 16 18,51 31 53 66 42 73 33 45 Cpelog Jamison
et al. 2009
Espafia,
Franciae 311 16 31 53 58 33 51 56 59, 66 52 35 Halfon
. et al. 2013
Italia
Brasi, Vaccarella
México, EU 3899 62 64 16 Cp6108 51 6 53 59 66 61
etal. 2011
Hombres

VPH = virus de papiloma humano; EU = Estados Unidos
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Prevalencia de VPH segun los grupos diagnésti-
cos a nivel mundial

Mujeres sin lesion

En el grupo clasificado como mujeres sin lesion cer-
vical, los resultados de cada uno de los estudios a
nivel mundial se muestran en el cuadro I. El geno-
tipo de VPH encontrado con mayor frecuencia es el
VPH-16, a excepcion de Africa Central (Tanzania),
en donde con mayor frecuencia se detecta el VPH-58
y el VPH-16 ocupa el quinto lugar. Es importante
mencionar que el VPH-58 también es encontrado en
Suecia (quinto lugar), Sudéfrica (tercer lugar) y Aus-
tralia (octavo lugar).

Después de la infeccion con VPH-16, la frecuen-
cia de otros genotipos de VPH es muy variable en
cada una de las regiones: en Estados Unidos, Suecia y
Meéxico en comun predomina la presencia de los geno-
tipos -52, -53,-54, -84 y Cp6108; el -52, el -53 y el
Cp6108 también son frecuentes en Australia; mientras
que en Sudafrica predominan el -35, -33, -51 y -56.
El VPH-51 se encuentra frecuentemente en México y
Sudafrica. La presencia de los VPH-62 y -70 solo se
reporta en México y Suecia; mientras el VPH-31 solo
se identifica en Estados Unidos, Suecia y Australia.

Mujeres con lesion intraepitelial de bajo grado

En relacion con los genotipos de VPH identificados en
comun con mayor frecuencia en el grupo de pacientes
con LIEBG, en todas las regiones se encuentra en los
primeros lugares el VPH-16, seguido por el VPH-51
(con menor frecuencia solo en México).

El VPH-84 se encontro en los primeros lugares en
Mexico y en Suecia, y el Cp6108 en Suecia y en Aus-
tralia. Cabe resaltar que a diferencia del resto de las
regiones, el VPH-42 fue el mas frecuentemente encon-
trado en Suecia (en conjunto con el -84) y el VPH-35 en
Sudafrica. Entre los VPH que se encontraron reporta-
dos en todos los estudios para este diagnostico fueron el
VPH-18, -51, -53, -58 y -66. A excepcion de Sudafrica,
los VPH-31 y -39 también se han reportado en todas las
regiones en mujeres con LIEBG (cuadro I).

Mujeres con lesion intraepitelial de alto grado

Como también se puede observar en el cuadro I, en el
grupo de mujeres con lesiones intraepiteliales de alto
grado los genotipos de VPH que se encuentran con
mayor frecuencia son mas homogéneos; en todas las
regiones estuvo en primer lugar el VPH-16, seguido
por los VPH -31, -18, -52 y -51. De manera intere-
sante, el VPH-35, que ocupa el tercer lugar en Sud-
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africa, también se reporta en este grado de lesion en
México y Estados Unidos. Es importante resaltar que
el VPH-70, que se encuentra en México en tercer lugar
de prevalencia, no se reporta en ninguna otra region, a
excepcion de Noruega, que ocupa el noveno lugar de
prevalencia (cuadro I).

Mujeres con cancer cervicouterino

En el grupo de las mujeres que ya han desarrollado
CaCU, al igual que en las muestras de LIEAG, se
observa un grupo mas homogéneo de genotipos de
VPH que se encuentran presentes en todas las regio-
nes. E1 VPH-16 nuevamente es el que tiene la mayor
prevalencia sobre los demas genotipos virales; poste-
riormente, dentro de los primeros lugares de prevalen-
cia en todas las regiones, se encuentran los genotipos
-18, -45, -31 y -35 (estos dos ultimos con menor fre-
cuencia en México y Canadd). Es importante recalcar
que el VPH-52, que es el segundo mas prevalente en
Tailandia, ocupa el cuarto lugar en México, el tercer
lugar en Canada, el quinto lugar en Estados Unidos y
el séptimo lugar en Brasil; adicionalmente, el VPH-58
se encuentra en cuarto lugar tanto en México como
en Tailandia, en séptimo lugar en Brasil y Estados
Unidos y en décimo lugar en Canada. Otro genotipo
también prevalente en varias regiones es el VPH-33
(a excepcion de Tanzania y Arabia Saudita). Es de
notable interés mencionar que en el CaCU se encuen-
tra también reportada la presencia del VPH-39 solo
en paises de América, como Canada, Estados Unidos,
México y Brasil (cuadro I).

Discusion

La infeccion con ciertos tipos de VPH ha sido con-
siderada como el factor de mayor riesgo para CaCU,
ya que multiples estudios han reportado que mas de
99 % de las muestras con esta patologia son positi-
vas a VPH de alto potencial oncogénico.! En estudio
previo de este grupo de trabajo (Aguilar-Lemarroy
et al, J Med Virol, 2015) detectamos al 100 % de las
muestras con LIEAG y CaCU infectadas con algin
tipo de VPH; estudios previos realizados en México
han detectado entre 95 y 98 % de casos positivos,
posiblemente por la menor sensibilidad de los méto-
dos empleados para su deteccion. Mientras, en cito-
logias sin alteraciones neoplasicas detectamos un
12.36 % de infeccion por VPH. Estas observaciones
coinciden con lo reportado mundialmente.® Estudios
previos realizados en poblacién mexicana han repor-
tado un porcentaje de infeccion con VPH del 10 al
12 % en mujeres sanas de la Ciudad de México, un
16.7 % en el estado de Morelos y altos porcentajes
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(entre 35 y 40 %) en mujeres del sur de México.” Esta
discrepancia puede deberse posiblemente a que son
diferentes las areas regionales analizadas o a la sensi-
bilidad del método de diagnostico utilizado en el estu-
dio, incluso podrian atribuirse a diferencias en cuanto
al diagnostico citologico.

El VPH-16 es el tipo de mayor prevalencia en
todos los grupos de diagnostico, hallazgo que ha sido
también reportado por un gran niimero de autores a
nivel mundial, asi como en México. Las excepciones
en las que otros genotipos de VPH fueron encontrados
en primer lugar fueron: en cérvix sin lesion el VPH-58
en Tanzania,® en LIEBG los VPH -42 y -84 en Suecia’
y el -35 en Sudafrica.!® Sin embargo, la prevalencia
de los genotipos restantes difiere dependiendo de la
severidad de la lesion.

En el grupo de muestras de mujeres sin lesiones
cervicales, los VPH que se encuentran presentes en las
diferentes regiones son muy heterogéneos. Es de nota-
ble interés que los genotipos de VPH encontrados en
mujeres mexicanas son los mismos que los identifica-
dos en genitales externos de hombres (glande, corona
del pene, surco, tallo y escroto) en Estados Unidos,
México y Brasil; en este reporte, los genotipos de VPH
mas frecuentemente encontrados fueron -62, -84, -16,
Cp6108, y -51.'" Aunado a esto, en un estudio abierto
en mujeres chilenas, también se reporto la alta preva-
lencia de VPH-84, -16, -62 y Cp6108.!2

Con respecto a los genotipos de VPH mas comutn-
mente encontrados en las LIEBG, como se puede
observar en el cuadro I, se encontrd, ademas del
VPH-16, una alta prevalencia de infecciéon con el
VPH-84 en México (Aguilar-Lemarroy et al., 2015)
y Suecia.® Otros estudios (cuadro II) también han
reportado alta frecuencia de este genotipo viral en
Chile'?y Egipto.!3

En contraste con cualquier otra region, el genotipo
mas prevalente en Sudafrica es el VPH-35, el cual se
encuentra también en cuarto lugar en Suecia en mues-
tras de LIEBG,? mientras que en Estados Unidos y
algunos paises de Europa se encuentra poco prevalente
en muestras de cérvix sin diagnostico. En relacion con
el VPH-62, se encuentra dentro de los primeros cuatro
lugares de prevalencia en Suecia, Sudafrica y México
(cuadro I) en este tipo de lesion; ademas, se ha encon-
trado dentro de los primeros lugares de prevalencia en
algunos otros paises (Chile,'? Turquia,'* Estados Uni-
dos,"> y Egipto'3), a pesar de que no se especifica el
grupo diagnostico.

En cuanto al grupo con LIEAG, se encontr6é una
prevalencia importante en México de los genotipos
virales -16, -31, -18, -70 y -51. Todos ellos, a excep-
cion del VPH-70, también han sido reportados como
prevalentes en este grupo diagnéstico en Canada,'®
Estados Unidos,!” Noruega,'® Sudafrica!® y Austra-

lia.!” Adicionalmente se han reportado en otros estu-
dios en Espaiia,?’ Suiza,?! Portugal,? e Irlanda.??

En relacion con el VPH-70, es de interés mencio-
nar que este genotipo viral se ha encontrado en todos
los grupos diagnostico en mujeres mexicanas (Agui-
lar-Lemarroy et al, J Med Virol, 2015); también se ha
encontrado frecuentemente en Finlandia,?* en la Isla
Terceira,”> en Dinamarca?® y en Chile.!? Dentro de los
estudios encontrados que se realizaron mediante el
Linear Array® HPV Genotyping Test, solo se encuen-
tra en Suecia en el grupo de mujeres sin lesion y con
lesion cervical de bajo grado® y en Noruega en el grupo
de mujeres con lesion cervical de alto grado,?” por lo
que se puede agregar que es un tipo viral comun en
México (Aguilar-Lemarroy et al. J Med Virol, 2015),
pero raro en otras poblaciones.

Finalmente, en el grupo de CaCU, en México los
genotipos de VPH-16, -18 y -45 fueron los mas fre-
cuentemente encontrados, seguidos por el VPH-52,
-58 y -39. El VPH-52 se ha reportado también dentro
de los cinco primeros lugares en Canada,'¢ Estados
Unidos?®2? y Tailandia,>® asi como en algunos paises
de Asia,3!' y en Chile.'? Es relevante mencionar que
este genotipo viral no solamente se ha reportado pre-
valente en CaCU, sino también en lesiones de bajo
y alto grado, asi como en muestras de pacientes sin
lesion cervical.”!71% En relacion con la prevalencia
del VPH-58 se reporta en cuarto lugar tanto en México
(Aguilar-Lemarroy et al., 2015) como en Tailandia®
en muestras de CaCU, y con menor prevalencia en
Canada, Estados Unidos y Brasil en este grupo diag-
noéstico (cuadro I). En diferentes tipos de lesiones
cervicales se ha reportado en Suecia, Sudafrica, Aus-
tralia, Estados Unidos y Canada (cuadro I); asi como
en Chile, Egipto y en algunos paises europeos (cuadro
II). Es importante destacar que es muy comun en el
Este de Asia;?! de hecho, en este continente los investi-
gadores estan desarrollando actualmente vacunas que
incluyen proteccién contra este genotipo viral.32 Inte-
resantemente, también se ha reportado que el VPH-58
es encontrado de manera frecuente en el sureste de
Meéxico (Yucatan).3> A pesar de que este genotipo esta
clasificado como de alto riesgo, también lo podemos
encontrar en grupos de mujeres sin lesion cervical,
como es el caso de Suecia, Tanzania, Sudafricay Aus-
tralia (cuadro I). Con respecto al VPH-39, en México
se encuentra en quinto lugar en muestras de CaCU; a
pesar de que existen pocos reportes, se ha considerado
que el VPH-39 tiene una prevalencia significativa en
los Estados Unidos y Canad4;'®? también se ha repor-
tado su presencia en Brasil, aunque con una menor
prevalencia.>* Una observacion importante es que
todos estos paises pertenecen al continente americano,
por lo que probablemente pudiera estar implicada una
variante de este genotipo mas agresivo.
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Otro punto importante que se debe mencionar es
que el VPH-71 se encontré presente solamente en
muestras de LIEGB y CaCU en poblacién mexicana;
hasta el momento no se le ha asignado a este geno-
tipo el potencial oncogénico. Considerando que se ha
reportado que la oncoproteina E6 de VPH-71 tiene
la capacidad de degradar a p53 de manera eficiente®
y que en poblacion mexicana se ha encontrado una
prevalencia muy similar a los VPH-33, -39 y -52 (en
LIEAG)y-33,-35,y-51 (en CaCU), pudiera ser clasi-
ficado como un VPH “probablemente” carcinogénico
para humanos, pero seria necesario realizar mas estu-
dios para determinar su potencial oncogénico.

Por lo que se refiere a los tipos de VPH clasifi-
cados como “probablemente” o “posiblemente” car-
cinogénicos, tales como VPH-26 y -67, en México
no se detecto la presencia de estos genotipos virales
en muestras de CaCU, por lo que consideramos que
estos genotipos no estdn asociados con cancer en
nuestra poblacion. Sin embargo, los VPH-66 y -70 si
fueron detectados en muestras de CaCU en mujeres
mexicanas. Asimismo, del VPH-66 se encontraron
muestras de Estados Unidos y Tailandia (cuadro I),

por lo que su potencial oncogénico y su contribucion
a la transformacion deberian ser evaluados detalla-
damente.

Considerando otros genotipos de VPH, y sin tomar
en cuenta el tipo de lesion histologica, se encontrd una
frecuencia muy baja en poblacién mexicana de los
VPH-6, -26, -40, -54, -55, -67, -73, -72 y -82.

Conclusiones

El analisis realizado mostré que ademas del VPH-16 y
del -18, los genotipos -31, -33, -35, -45, -52 y -58 son
muy prevalentes, especialmente en CaCU en la mayo-
ria de las regiones geograficas, por lo que es necesario
implementar estrategias de deteccion y prevencion
adecuadas.
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Frecuencia de lesiones
epiteliales cervicales
reportadas en el Laboratorio
Regional de Citologia
Exfoliativa de Jalisco
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Luis Felipe Jave-Suéarez®

Frequency of cervical epithelial lesions reported
in the Regional Laboratory of Exfoliative
Cytology in Jalisco

Introduction: The Official Mexican Norm for the prevention, treatment
and control of Cervical Cancer (CC) indicates that the Papanicolau (Pap)
is the procedure for the detection of this neoplasia; therefore, it is of
interest to know the prevalence of suspected cases by this technique in
Mexican population. In this study, we show the diagnosed cases in the
State of Jalisco, México.

Methods: A retrospective study was made to the samples that arrived for
their analysis to the Laboratorio Regional de Citologia Exfoliativa (LARCE),
of the Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) in Guadalajara, Jalisco.
We considered all cases from January 2010 to December 2012.

Results: We analyzed 188 095 cases, from which 5.3 % had a diagnosis of
low dysplasia, 0.18 % of moderated dysplasia and 0.05 % of high dyspla-
sia. Microinvasive and invasive cancer showed a low frequency (0.03 %).
Conclusions: The frequency of abnormal findings identified by vaginal
cervical cytology is relatively low. The number of inadequate and limited
samples for cytological assessment is high; there is a high proportion of
women attending for the first time in life to cytology evaluation in older
age groups.
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1 cancer cervicouterino es a nivel mundial el

tercer cancer mas comin en mujeres, con un

estimado de 530 000 casos nuevos tan solo en
el 2008. Epidemioldgicamente, los paises en desarro-
llo presentan mayor incidencia de esta enfermedad,
sumando mas del 85 % del total y representando un
13 % de todos los canceres en mujeres con un indice
de mortalidad del 52 %. En relacioén con esta ultima
cifra, los paises de América Latina y del Caribe suma-
ron 31 400 muertes por CaCU. ! En nuestro pais, se
estimo una incidencia promedio en el 2008 de 10 186
nuevos casos y 5601 muertes,” por lo que esta enfer-
medad se ha mantenido como la principal causa de
muerte en mujeres mayores de 25 afios de edad.’ El
CaCU representa un grave problema social, ya que
aproximadamente el 30 % de las mujeres diagnosti-
cadas se encuentran en etapa reproductiva y el 3 % se
encuentran embarazadas.*

El principal factor etiologico del CaCU es la infec-
cion del virus del papiloma humano (VPH);® existen
mas de 100 tipos de VPH clasificados como de bajo o
alto riesgo segun su capacidad oncogénica. Aproxima-
damente 30 de ellos estan relacionados con cénceres
ano-genitales y la infeccion de algunos de ellos (apro-
ximadamente 14 tipos) ha sido descrita como de alto
riesgo, ya que favorece el desarrollo de la carcinogé-
nesis cervical.® La infeccién del VPH en las células
de la membrana basal puede originar una neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), la cual, segiin su grado
de afeccion, se subclasifica en tres grados: NIC I (dis-
plasia leve), NIC II (displasia moderada) y NIC III
(displasia severa). Las lesiones tipo NIC I pertenecen
al grupo de las LSIL (del inglés low squamous intrae-
pithelial lesions) y las lesiones NIC II y NIC III son
consideradas como HSIL (del inglés: high squamous
intraepithelial lesions).”? La tumorigénesis es un pro-
ceso lento y puede ser regresivo (generalmente hasta
la NIC II) y en el caso de progresar hasta cancer puede
llegar a tardar décadas en hacerlo.® Cuando las células

Introduccién: La Norma Oficial Mexicana para la
prevencién, tratamiento y control del Cancer Cérvico
Uterino (CaCU) indica que el Papanicolaou (Pap)
es el procedimiento de eleccién para la deteccion
oportuna de esta neoplasia, por lo que es de interés
conocer la prevalencia de casos tamizados mediante
esta técnica en la poblacion mexicana. En la presente
investigacion se muestran los casos que se identifi-
caron como sospecha para CaCU por tamizaje en el
estado de Jalisco, México.

Métodos: se realizé un estudio retrospectivo de las
muestras que llegaron para su analisis al Laboratorio
Regional de Citologia Exfoliativa (LARCE) del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) en Guadalajara,

Jalisco. Se consideraron todos los casos de enero de
2010 a diciembre de 2012.

Resultados: se analizaron 188 095 casos, de los cua-
les el 5.3 % se reportaron con sospecha de displasia
leve, el 0.18 % de displasia moderada y el 0.05 % de
displasia grave. En cancer microinvasor e invasor se
observé una baja frecuencia (0.03 %).

Conclusiones: la frecuencia de hallazgos anormales
identificados por citologia cervicovaginal es relativa-
mente baja. El nimero de muestras inadecuadas mas
limitadas para valoracion citologica es alto; existe una
elevada proporcion de mujeres que asisten por pri-
mera vez en la vida a estudio citolégico en grupos de
edad avanzados.
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cancerosas rompen la membrana basal pueden acce-
der a vasos sanguineos o linfaticos y hacer metastasis
en otros 6rganos. La citologia cervical se ha utilizado
de manera generalizada como una prueba de cribado
en los programas para la prevencion del cancer cervi-
couterino.'? La prueba fue introducida por Papanico-
laou en 1941 y su aplicacion generalizada en los afios
siguientes provocéd una dréastica disminucion en las
tasas de incidencia del CaCU. En las tltimas déca-
das, los programas de tamizaje por citologia han redu-
cido sustancialmente la incidencia y la mortalidad del
cancer cervical en paises desarrollados. Por ejemplo,
en Estados Unidos la incidencia de cancer invasor en
1975 era de 14.8 por cada 100 000 mujeres; en 2006,
esa cifra se redujo a 6.5 por cada 100 000 mujeres,
gracias a los programas de deteccion temprana.'! Sin
embargo, el éxito de la citologia en la disminucion de
la incidencia del CaCU no se ha logrado reproducir
con éxito en paises de ingresos medios a bajos, en los
cuales a pesar de observarse una disminucion en la
incidencia, esta disminucion dista aun de las cifras
obtenidas por los paises desarrollados.

En el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) se implement6 el programa de prevencion y
control del CaCU en 1973 y tras casi 20 afios de apli-
cacion, la tasa observada en 2002 alcanzo la cifra de
14.1 mujeres por cada 100 000, tras una reestructura-
cion del programa y con la consolidacion del mismo
se logr6 disminuir la tasa de mortalidad de esta enfer-
medad en 2005 a 8.9 por cada 100 000 mujeres.!>!3
Pese a la reduccion de las tasas de incidencia de esta
enfermedad, los valores alcanzados siguen siendo
relativamente altos, por lo que actualmente el CaCU
sigue siendo una de las causas principales de muerte
en mujeres en nuestro pais. El mismo fendmeno se
observa en paises de bajos a medianos ingresos.!*!?
Los datos anteriores nos llevan a cuestionar no solo
la eficacia de la citologia como método de cribado,
sino también la eficiencia de los programas de detec-
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cion temprana en dichos paises. La citologia cervical
ha mostrado éxito en la disminucion de la incidencia
del CaCU; sin embargo, a pesar de esto, se estima
que el 50 % de las mujeres diagnosticadas con CaCU
nunca se realizaron una prueba citolégica y que en
aquellas que si se hicieron el estudio citologico, el
10 % no se lo habia realizado en los ultimos cinco
afos.!%!7 Lo anterior demuestra que la ausencia de
cribado representa un gran factor de riesgo para la
falta de deteccion oportuna del CaCU.

Desde 1994 se instaurd en México la Norma Ofi-
cial Mexicana para la prevencién, tratamiento y con-
trol del céncer cérvico uterino, que establece que el
estudio citologico de Papanicolaou (Pap) es el pro-
cedimiento de eleccion para la deteccion oportuna de
esta neoplasia maligna. El Programa Nacional para la
Deteccion Oportuna del Céancer Cérvico Uterino en
Meéxico se ofrece anualmente a mujeres de 25 a 64
afios y forma parte integral de los servicios de salud,
pero la infraestructura es insuficiente para cubrir a
toda la poblacion femenina del pais.'®

En este estudio se analizaron los resultados de las
citologias cervicales de los afios 2010, 2011 y 2012
que llegaron a valoracion al Laboratorio Regional de
Citologia Exfoliativa (LARCE), el cual recibe mues-
tras de todo el estado de Jalisco. Esto se hizo con el
proposito de determinar la prevalencia de casos sos-
pechosos de lesiones premalignas y céncer cervical,
valorados por citologia exfoliativa en mujeres dere-
chohabientes del IMSS del estado de Jalisco incluidas
en el programa de deteccion oportuna del CaCU.

Métodos

Se llevo a cabo un estudio retrospectivo, transversal,
descriptivo y observacional de las pacientes a quienes
se realiz0 la deteccion oportuna del cancer cervicoute-
rino, en el LARCE del IMSS, en Guadalajara, Jalisco;
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Cuadro | Calidad de la toma e interpretacion citolégica en los 188 065 casos del estudio

Calidad 2010 % 2011 % 2012 % Promedio %

Muestras con resultado: calidad 57619 92.64 64058 98.60 66418 99.87 62698 97.03
adecuada y limitada
Muestras con células endocervi-
cales o metaplasia epidermoide: 45316 72.86 47021 72.37 48203 72.48 46846 72.57
calidad adecuada
Muestras sin células endocervi-
cales o metaplasia epidermoide: 12303 19.78 17037 26.22 18215 27.39 15851 24.46
calidad limitada
Muestras inadecuadas para inter-

4501 7.24 905 1.39 81 0.12 1829 2.91

pretacion citolégica

se consideraron todos los casos de enero de 2010 a
diciembre de 2012.

La informacién se obtuvo de la hoja de citologia
cervical que contiene los datos que se consideran
importantes, como la edad, la adscripcion de proce-
dencia, el utensilio con el que se tom6 la muestra, la
calidad de la muestra, el diagnostico citologico, la
citologia del cuello uterino de primera vez o subse-
cuente, la situacion ginecoobstétrica al momento de la
muestra, la observacion macroscopica del cérvix y los
hallazgos adicionales. EIl LARCE recibe un alto indice
de estudios citologicos anuales; ademas, su poblacion
es representativa de la mujer urbana, lo que permite
extrapolar los hallazgos.

Se incluyeron mujeres de cualquier edad a las cua-
les se les tom6 muestra de Pap, debidamente identi-
ficada y fijada. Se excluyeron del estudio aquellas
laminillas de citologias quebradas o sin rotulacion
correspondiente.

Las variables que se analizaron fueron edad y diag-
nostico citologico (citologias sin lesion, inflamatorias,
displasia leve, moderada, severa, asi como carcinoma
in situ o invasor).

Se incluy6 la poblacion total que contd con estu-
dio citologico de Papanicolaou; fueron en total 188
065 casos.

Cuadro Il Diagnéstico citologico derivado de las 188 065 muestras

Diagnostico citolégico n %
Sin lesion 3712 1.97
Proceso inflamatorio | 173763 92.44
Displasia leve 9965 5.29
Displasia moderada | 375 0.18
Displasia grave 98 0.05
Cancer in situ | 27 0.01
Cancer invasor 47 0.02
Muestras inadecuadas | 78 0.04
Total 188 065 100.00
5134

Los datos obtenidos se recopilaron en el programa
Microsoft Excel 2010. Después fueron llevados al pro-
grama PASW Statistics, version 18 para su analisis.
Las variables cualitativas se expresaron de acuerdo
con su frecuencia y proporcion. Algunas variables se
agruparon para facilitar su presentacion.

Para la realizacion de esta investigacion, se reco-
lectaron los resultados a partir de la base de datos del
LARCE de manera retrospectiva, sin dar a conocer la
identidad de las mujeres incluidas en el estudio, por lo
cual ha sido catalogado como sin riesgo y carece de
conflicto de intereses.

Resultados

Durante el periodo de enero de 2010 a diciembre de
2012, se interpretaron 188 065 citologias cervicales en
el LARCE del IMSS. El utensilio mas frecuentemente
utilizado con el que se tomo la muestra fue la espatula
de Ayre modificada y el hisopo (92 %). Con respecto a
la calidad de la toma de la muestra, del total de mues-
tras se invalido el 2.83 % por considerarse inadecuadas
para la interpretacion citologica y el 97.13 % fue consi-
derado con calidad adecuada y limitada. Se reportaron
como “adecuadas” 72.58 % de las muestras (aquellas
con células endocervicales o metaplasia epidermoide),
las cuales se mantuvieron con el mismo logro porcen-
tual durante los tres afios de estudio; y como “limitadas”
(muestras sin células endocervicales o metaplasia epi-
dermoide) 24.46 %, con un incremento del 7.61 % en el
periodo trianual. Asimismo, las muestras inadecuadas
para interpretacion citologica que en 2010 representa-
ron el 7.24 % del total de las muestras, disminuyeron
en 2012 a 0.12 %. Esto representd una disminucion de
98.3 %. Sin embargo el porcentaje de muestras de cali-
dad limitada, que en 2010 fue de 19.78 %, aumento a
27.39 % en 2012 (cuadro I). De acuerdo con el reporte
citologico, en las 188 065 muestras predomind el pro-
ceso inflamatorio en 92.44 %, seguido de 5.29 % de dis-
plasias leves, 0.18 % de displasias moderadas, 0.05 %
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Figura 1 Porcentaje de los rangos de edad de las mujeres que acudieron a realizar su diagnostico de Papanicolaou

durante los afios 2010, 2011 y 2012

de displasias graves y 0.03 % de probables carcinomas
cervicales. Las citologias consideradas sin lesion fue-
ron el 1.97 % (cuadro II).

De todos los casos analizados, e independiente-
mente de la edad, del 5 al 6 % sugirieron infeccioén por
VPH, tomando en cuenta sus caracteristicas citologi-
cas. Cabe mencionar que por grupo de edad, el que
presentd mayor porcentaje de casos que sugirieron
infeccion por VPH fue el grupo de 35 a 44 afios y esto
coincide con el grupo en el que se ve la mayoria de
casos de cancer invasor de cuello uterino, que junto
con el grupo de 45 a 59 afios de edad, aparecen como
los grupos mas vulnerables a presentar los casos de
lesiones premalignas y cancer del cuello uterino.

60 -~

50 o

40 -

30 -+

Porcentaje

20 o

10

Independientemente del reporte citologico, el
grupo de edad que mas frecuentemente acudio a rea-
lizarse sus estudios fue el comprendido entre los 45
y los 59 afios de edad (de 31 a 33 % de las mujeres
diagnosticadas), seguido por el grupo de edad de 35 a
44 afios (de 25 a 26 %) y el de 25 a 34 afios (de 23 a
24 %). Como se puede apreciar en la figura 1, este
patron fue similar durante los afios 2010, 2011 y 2012.
Interesantemente, de este analisis se puede observar
que después de los 59 afios hay un decremento dras-
tico en el numero de pacientes que acuden a estudio
citologico; ese niimero tan solo constituye el 7 % del
total de estudios realizados. Este porcentaje dismi-
nuye atin mas después de los 65 afios (entre 3 'y 4 %).

m NCI
B NCII
NClHI

=m _H

<25 25-34 35-44
Edad
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Figura 2 Porcentajes acumulados de los casos diagnosticados con displasia leve (NIC ), moderada (NIC Il) y grave

(NIC Ill) durante los afios 2010, 2011 y 2012
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60 Cuadro Il Prevalencia de lesiones premalignas y CaCU por afio y grupo de edad
= NCI 2010 2011 2012
50 - B NCII
NCllI Edad LSIL HSIL CaCuU LSIL HSIL CaCuU LSIL HSIL CaCuU
° 40 <25 4.80 0.42 0.06 4.00 0.18 0.00 5.69 0.14 0.00
.‘g 25-34 5.60 0.31 0.04 4.57 0.16 0.00 6.06 0.18 0.00
;Lg 307 35-44 7.03 0.32 0.11 5.50 0.18 0.01 6.86 0.22 0.01
20 - 45 -59 5.39 0.43 0.06 4.41 0.21 0.00 6.16 0.26 0.02
60 - 64 2.37 0.23 0.10 2.04 0.14 0.00 3.67 0.64 0.00
10~ > 65 2.04 0.59 0.08 1.89 0.32 0.00 3.37 0.44 0.00
0 . - . Global 5.45 0.37 0.07 4.43 0.19 0.00 6.00 0.25 0.01
) <25 25-34 35-44 45 - 59 60 - 64 65 0 més

CaCuU = cancer cervicouterino; LSIL = low squamous intraepithelial lesions; HSIL = high squamous intraepithelial lesions

Edad

Figura 3 Porcentaje de los casos diagnosticados con lesiones premalignas (LP), independientemente del grado de
malignidad, y graficados por grupos de rango de edad, durante los afios 2010, 2011 y 2012

Otro hallazgo interesante estriba en que, de las
muestras con displasia, aquellas reportadas como
leves (NIC I), se presentaron con mayor frecuencia
entre los 35 y los 59 afios, mientras que a partir de
los 60 afios disminuyeron considerablemente (figura
2). Por otro lado, las muestras diagnosticadas como
NIC II y NIC III alcanzaron su pico mayor entre los
45 y los 59 afios de edad.

Considerando todos los estadios de NIC como
lesiones premalignas (LP), podemos observar que el
porcentaje de LP en el rango de edad mas bajo, oscild
entre 4 y 6 % entre el 2010 y el 2012. Cabe resal-
tar que este porcentaje se incrementa con la edad y
alcanza su maximo pico en el rango de 35 a 44 afios,
donde podemos observar una incidencia de hasta el

7.4 %. En los rangos de edad mas avanzados, el por-
centaje de LP disminuye hasta alcanzar un rango de 2
a4 % en las edades de 60 afos o mas (figura 3).

A las pacientes a las cuales se les realizo el estudio
citologico, se les pregunto si era la primera vez en la
vida que se realizaban un estudio de este tipo o si ya se
habian realizado un estudio previo (1, 2 o 3 afios 0 mas).
Con base en ello fueron clasificadas como pacientes de
primera vez o subsecuentes. Como se muestra en la
figura 4, en ambos grupos, primera vez y subsecuen-
tes, en los afnos 2010, 2011 y 2012, se observo en los
rangos de edad < 25 y de 25 a 34 afios, un patron espe-
rado, mayor mimero de pacientes de primera vez con
tendencia a disminuir conforme aumentaba la edad. Sin
embargo, en los rangos de edad superiores (arriba de
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Figura 4 Namero de casos que se revisaron por primera vez y de manera subsecuente graficados por grupo de edad
e independientemente del diagnéstico, durante los afios 2010, 2011 y 2012
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35 afios) era de esperarse que el nimero de pacientes
de primera vez disminuyera drasticamente, lo cual no
ocurrio. Nuestros datos indican que hubo un ntimero
casi similar de pacientes que acudian por primera vez,
comparado con las pacientes de estudio subsecuentes
en los grupos de edad comprendidos entre los 35 y los
59 afios de edad; mas atin, en los rangos de edad mayo-
res de 59 afios se observo un numero considerable de
pacientes que acudian por primera vez a realizarse un
estudio citoldgico, lo cual es un claro indicio de que las
pacientes acuden a realizarse sus estudios citologicos
de manera tardia.

Al analizar las prevalencias de las lesiones pre-
malignas y de CaCU en la poblacion captada por el
LARCE, se observd que la prevalencia mas alta de
LSIL fue en el grupo de 35 a 44 afios de edad con
7.03 % en el 2010, 5.5 % en el 2011 y 6.16 % en el
2012. El grupo que presentd menor prevalencia de
lesiones de bajo grado fue el de 65 afos o mas. En
cuanto a las HSIL se observo lo opuesto: el grupo de
65 afos o mas fue el que presentd mayor prevalencia,
por lo menos en los afios 2010 y 2011, ya que en el afio
2012 el grupo de 60 a 64 afios presentd mayor preva-
lencia de HSIL. Es importante destacar que aunque la
norma indica que los estudios citologicos deben reali-
zarse a partir de los 25 afios, el LARCE recibe citolo-
gias de pacientes menores de 25 para su evaluacion;
en estas citologias se ha encontrado que en pacientes
menores de 25 afios la prevalencia de LSIL se encuen-
tra en el rango de 4.0 2 5.7 % y de HSIL en el de 0.14
a 0.42 %, en los tres aflos analizados (cuadro III).

Discusion

El CaCu constituye un problema de salud publica en
el ambito mundial, ya que es la segunda neoplasia que
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mas muertes ocasiona entre la poblacion femenina. A
pesar de que desde 1974 se implement6 en México el
Programa Nacional de Deteccion Oportuna de Cancer
(PNDOC), la mortalidad por CaCU durante los ulti-
mos 25 afnos no ha disminuido significativamente. La
herramienta principal del PNDOC para la deteccion
oportuna de este tipo de neoplasia es la citologia cervi-
cal. En este sentido, en México se ha reportado que la
citologia cervical en vez de ser una herramienta para
la deteccion temprana de anomalias citologicas, fre-
cuentemente estd detectando casos de CaCU en esta-
dios avanzados."?

Un dato importante que resalta del analisis de la
informacion obtenida de la base de datos del LARCE
es el porcentaje de muestras citologicas limitadas e
inadecuadas (cuadro I); la suma de ambos porcenta-
jes alcanza casi la cuarta parte de las muestras que
recibe el LARCE anualmente. Las muestras limitadas
tienen per se una tendencia a la falla diagnostica, lo
cual se atribuye a la toma de la muestra. Lo anterior
nos indica la necesidad de la aplicacion de programas
de capacitacion para la toma de muestras citologicas.

Se estima que la aplicacion efectiva de un pro-
grama de deteccion temprana de CaCU podria pre-
venir entre el 20 y el 60 % de las muertes por esta
enfermedad. En México el actual programa de detec-
cion oportuna, basado en la citologia cervical, pre-
viene menos de 13 % de las defunciones por CaCU
potencialmente prevenibles y esto se debe a la baja
cobertura y a los bajos estiandares de calidad.'4?0
Es importante hacer notar que aun contando con
estandares adecuados de calidad, la citologia con-
vencional tiene una sensibilidad relativamente baja
(53 %),%! por lo que el éxito de la prueba radica en
la repeticion constante de la misma y en el segui-
miento sistematizado de las pacientes con anorma-
lidades citologicas.?? La repeticion constante de la
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prueba va en relacion con la frecuencia con que la
paciente acude a realizarse el estudio citologico. Esto
al parecer no esta ocurriendo en la poblacion cap-
tada por el LARCE, ya que se observa un porcen-
taje relativamente similar de pacientes que acuden
por primera vez (primera vez en la vida) en relacion
con las pacientes con estudios citoldgicos previos
(1, 2 y 3 afios o mas). Nuestros datos sugieren que
la incorporacion de mujeres mayores de 25 afios en
el cribado citologico es insuficiente, por lo que se
deben disefiar estrategias para estimular en la pobla-
cién femenina la toma de conciencia y el ingreso
espontaneo en los programas de cribado citologico.
Estos resultados se correlacionan con los reportados
por Donoso et al., quienes observaron un problema
similar en la poblacién chilena.?? Adicionalmente, se
deberia valorar la ampliacion del rango de edad por
debajo de los 25 aiios para la realizacion de la cito-
logia en las pacientes; en el LARCE, se reciben para
analisis muestras de pacientes menores a 25 afios y
los datos indican una alta prevalencia de lesiones de
bajo grado, asi como la presencia de lesiones de alto
grado. En relacion con esto, un estudio realizado por
Valderrama et al., en una poblacion de estudiantes
en Lima, Perti, demostrd una alta incidencia de lesio-
nes cervicales e infeccion con VPH en el rango de
edad de 21 a 23 afios.?* Igualmente, Ulate-Arguedas
y Alfaro-Pacheco encontraron en el 2011, en una
poblacion femenina menor de 20 afios de una region
de Costa Rica, una prevalencia del 3.69 % para cito-
logias alteradas.?® Por lo tanto es importante valorar
la incorporacion de grupos de edad mas jovenes a los
programas de deteccion oportuna del CaCU.

En cuanto a las LP, es notable que los datos del
LARCE situen a Jalisco con una prevalencia entre el
6y el 7.5 % en el grupo de edad mas critico (de 35 a
45 afios) (figura 4). Si comparamos estos datos con
los de la literatura mundial, correspondientes a citolo-
gia exfoliativa, en los cuales la prevalencia de las LP

oscila entre 5 y 30 %, dependiendo de la region y el
tipo de poblacion estudiada,?®?7 esto nos indica que la
poblacion de Jalisco, por lo menos aquella captada por
el LARCE, se encuentra en el rango inferior de preva-
lencia, asemejandose mas a las poblaciones de paises
desarrollados. Esto podria deberse a que la poblacion
captada por el LARCE es poblacion derechohabiente
del IMSS, lo cual sitla a estas mujeres en un status
social medio, con acceso a servicios de salud.

Conclusiones

Los datos del LARCE indican que las displasias leves
tienen una frecuencia global de 5.3 %, mientras que
las moderadas disminuyen a un 0.18 % y las graves a
0.05 %, por lo que se observa una baja frecuencia de
cancer in situ e invasor (0.03 %). La prevalencia de las
lesiones del cuello uterino (5.52 %) en la poblacion
captada por el LARCE es relativamente menor con
respecto a la reportada para otras regiones de México
y Latinoamérica. El nimero de muestras inadecuadas
mas limitadas para valoracion citologica es muy alto,
lo cual indica problemas al momento de la toma de la
muestra y, sobre todo, la necesidad de implementar
programas de capacitacion para la toma de muestra.
Por otro lado, se observa una alta proporcion de muje-
res que asisten por primera vez en la vida a estudio
citologico en grupos de edad avanzados. Lo anterior
nos muestra que hay un grupo poblacional al cual el
estudio citologico esta llegando de manera tardia;
seria recomendable, por lo tanto, profundizar en las
causas que originan este comportamiento.
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Detection of microRNAs seed sequences within

human papillomavirus genomes

In this paper we are reporting for the first time the presence
of seed sequences of human and viral microRNAs embed-
ded within both high and low risk human papillomavirus (HPV)
genomes. These seed sequences have high oncogenic poten-
tial. They were found using an in silico analysis based on the
microRNA sequences added to Sanger’s database. Among these
sequences, it was observed a potential fingerprint harbouring
several repeated sequences of microRNA 297 (miR-297) within
the LCR region of HPV types 16, 18, 33, 45 and 52. Further
analyses were performed for low risk HPV types 6 and 11 and
we observed that the probable fingerprint was absent in HPV11,
even when we detected other repeated sequences of miR-363.
According to these findings, besides the fact that we detected
the presence of microRNA sequences within HPV genomes, we
suggest a common putative viral mechanism of gene expression
regulation shared among human virus.
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En el presente trabajo reportamos por primera vez la existencia
de secuencias semilla de diferentes microRNAs (codificados en
humano y de otros virus) en el genoma de los virus de papiloma
humano (VPH). Estas secuencias tienen un alto poder oncogé-
nico y se encontraron mediante un andlisis in silico basado en las
secuencias de microRNAs depositadas en la base de datos de
Sanger. Entre ellas se detect6 una posible huella que consiste en
la presencia de varias repeticiones de la semilla del microRNA 297
(miR-297) en laregion LCR y que fue detectada en los tipos virales
16, 18, 33, 45y 52. Ademas, se realiz6 la busqueda de semillas en
los tipos virales de bajo poder oncogénico 6 y 11 y se observo que
esta posible huella esta ausente en el tipo 11, si bien se localizaron
repeticiones de la semilla de otro microRNA, miR-363. Con base
en este hallazgo, ademas de que se detectaron semillas de otros
virus en las diferentes regiones de los seis tipos virales, se abre
la posibilidad de la existencia de un mecanismo de regulacion de
la expresion de genes celulares a través de la transcripcion de las
diferentes regiones del genoma de los VPH de alto poder oncogé-
nico que contienen las diferentes semillas de microRNAs.
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os microRNAs son pequefias moléculas de
RNA de una longitud de 22 a 24 nucleétidos
de longitud que juegan un importante papel
en la regulacion de la expresion génica a nivel de
traduccién.! Ejercen esta funcién gracias a su capa-
cidad de integrarse a los complejos silenciadores de
la traduccion, los cuales son dependientes de RNA
de interferencia (RISC). Estos inhiben la traduccion
al unirse a moléculas especificas de RNA mensajero
(RNAm), silenciandolas o bien dirigiéndolas a degra-
dacion. Se han detectado casi 10 000 secuencias de
microRNAs en una amplia variedad de especies, pero
solo en una fraccion de estas se han logrado identificar
y caracterizar sus blancos fisiologicos; sin embargo,
se ha demostrado que algunos microRNAs detectados
en humano tienen blancos, ya sea relacionados con la
regulacion de ciclo celular, con la expresion de facto-
res de crecimiento o con el desarrollo del individuo.?
Los microRNAs también se han relacionado con
el desarrollo de diferentes tipos de cancer en el ser
humano.! Su expresion se ha reportado en diferentes
virus que infectan al humano y que desarrollan alguna
patologia.> Aunque aparentemente este tipo de molé-
culas estan ausentes en el genoma de los virus de papi-
loma humano (VPH), el cual es el principal agente
etiologico del cancer cervicouterino, en el presente
trabajo reportamos la existencia de secuencias semilla
de microRNAs en el genoma de diferentes tipos de
VPH, las cuales han sido reportadas previamente en
el genoma de otras familias de virus y en el humano.

Métodos

Se descarg6 de la pagina del Instituto Sanger la base de
datos con las secuencias de microRNAs correspondiente
a la version 10.0 (http://www.microrna.sanger.ac.uk/).*¢
Se clasificaron las secuencias de microRNAs en fami-
lias, de acuerdo con la similitud en sus secuencias y
se procedid a seleccionar las secuencias semilla de
cada uno de ellos (tomando los nucleétidos 2-8 en el
extremo 5”) y a eliminar la redundancia de ellas, con lo
cual se obtuvieron solamente 1253 semillas, cada una
de ellas representativa de una familia (de estas semi-
llas, 280 correspondieron a H. sapiens). A esta base de
datos se le denominé Fam_miRNAs. A continuacion,
se descargaron de la pagina electronica del National
Center of Biotechnology Information (NCBI) las
secuencias consenso de los genomas de VPH tipo 16
y 18 (NC_001526.1 y X01505, respectivamente) y de
diferentes secuencias reportadas de los genomas com-
pletos de VPH6 (AF092932), -11 (EU918768, cepa
LZod45-11), -33 (EU918766, cepa LZccl12-33), -45
(EF202164, cepa Qv25000) y -52 (X74481), todas en
formato Fasta.

Se procedio a crear una hoja de célculo en el pro-
grama Excel (parte de la suite Office de Microsoft,
version 2003) que permitiera detectar las diferentes
semillas a partir de la base de datos Fam_miRNAs
en el genoma de los VPH; se us6 la funcion Encon-
trar, la cual requiere que en la misma hoja de cal-
culo se introduzca la secuencia del genoma viral de
interés y las semillas contenidas en la base de datos
Fam_miRNAs. La funcidon generd un reporte, en el
que se registraron aquellas semillas que se locali-
zaban y la region viral en la cual se ubicaron. Con
base en esta informacion, se generd una nueva base
de datos, denominada miRNAs VPH X, en la que la
X representaba el tipo viral en el que se llevo a cabo
la deteccion. Después de seleccionar las diferentes
semillas de microRNAs de H. sapiens, se procedio
a ubicarlas dentro de un mapa genético de los tipos
virales; para ello se utilizo la secuencia génica de los
virus cargada en el programa Word (suite Office de
Microsoft, version 2003) y el comando Buscar (que
se ubica dentro de la opcion Edicion de la barra de
herramientas), en el cual se introducia la secuencia
de la semilla que se iba a localizar y el programa rea-
lizaba su deteccion en las diferentes regiones virales.
Se procedié a marcar con diferentes colores las semi-
llas, dependiendo de su origen (virales, diferentes a
VPH y H. sapiens) y se anot6 el niimero de copias de
cada una de ellas, ademas de asentar cuales semillas
se sobreponian y cudles se encontraban contiguas
unas con otras.

Resultados

Con el objeto de trabajar con las secuencias genomi-
cas representativas de cada uno de los tipos de VPH,
se realizd la busqueda de las secuencias en la base
de datos Entrez de NCBI y esta Uinicamente arrojo
las correspondientes a los tipos 16 y 18. De las otras
secuencias de genomas virales buscadas, solamente se
detectaron reportes de diferentes cepas, de las cuales
se seleccionaron aquellas que contuvieran las secuen-
cias gendmicas completas.

Al aplicar la funcion Encontrar del programa
Excel, se detectaron cantidades variables de semillas
de microRNAs tanto de H. sapiens como de diferen-
tes virus en los diferentes tipos virales de VPH anali-
zados (cuadro I). El listado de las secuencias semilla
correspondientes a los microRNAs de origen viral se
encuentra en el anexo 1, mientras que en los anexos 2
y 3 se detallan las secuencias semilla de los microR-
NAs pertenecientes a H. sapiens detectadas en los
tipos de VPH.

También se detectaron repeticiones de algunas de
las semillas en diferentes regiones de los genomas, de
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las cuales la mas notable fue la registrada en la LCR
de la semilla del miR-297 en los tipos 16, 18,33,45y
52. En el anexo 4 se muestran las regiones LCR de los
diferentes tipos de VPH incluidos en este estudio, en
las cuales se indica la posicion de dichas repeticiones.

Discusion

Desde principios del siglo XXI en que los microRNAs
fueron descubiertos en C. elegans se ha reportado un
numero cada vez mayor de secuencias de microRNAs
en diferentes organismos y se ha demostrado que for-
man parte de un mecanismo de regulacion de la expre-
sion génica, el cual apenas ha comenzado a estudiarse.”3
Varias secuencias de microRNAs se han detectado en
una variedad de virus patbgenos, como en el caso de la
familia Herpesviridiae y en algunos miembros de las
familias de los poliomavirus y adenovirus.’ Més recien-
temente se ha reportado la presencia de microRNAs en
el genoma del virus de la imunodeficiencia humana
(VIH).’ Estos datos sugeririan que los virus también
poseen este tipo de elementos de regulacion génica.

Aunque se han realizado varios intentos por
detectar secuencias compatibles con microRNAs en
el genoma de los VPH, las diferentes estrategias han
fallado y se ha reportado solamente el hallazgo de
microRNAs celulares, como en el caso del VPH31!0
y los intentos de deteccion en lineas celulares
VPH+.!! Después de estos reportes identificamos
secuencias compatibles de microRNAs celulares
dentro de los genomas de VPH. Desafortunadamente
en su momento los datos no fueron aceptados para
su publicacion (V Villegas, M Salcedo, comunica-
cion personal, 2011). Sin embargo, recientemente
ha sido reportada la presencia de microRNAs en los
VPH de los tipos 16 (seis candidatos en dos de ellos
localizados en la LCR), 38, 45 y 68 (un candidato
en cada uno de ellos).'? Con este reporte mostramos
y sugerimos que los VPH contienen secuencias de
semillas de microRNAs compartidas por secuencias
de microRNAs humanos y de otros virus.

En el presente trabajo se presenta un analisis in
silico que se implement6 como una estrategia de
deteccion de posibles microRNAs conservados entre
las diferentes especies registradas en la base de datos
del Instituto Sanger y distintos genomas del VPH;
para esto, se utilizaron herramientas contenidas en
dos programas de la suite Office de Windows. La
metodologia mostrada se propone como una alterna-
tiva al uso de otros programas que requieren cono-
cimientos basicos de programacion y de realizacion
de scripts, como en el caso de Perl. Esta estrategia
ha sido utilizada exitosamente para la deteccion de
las semillas de aproximadamente 100 microRNAs
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distintos que estan codificados en H. sapiens y otros
virus. No fue posible detectar secuencias completas
de microRNAs maduros o de sus precursores (pre-
miRNAs) en cualquiera de los genomas analizados
al comparar las secuencias reportadas en la base de
datos miRBAse. Dada la longitud de los genomas
de los VPH, pensamos que existe la posibilidad de
que estos virus hayan desarrollado la estrategia de
mantener en su genoma solamente las semillas de
los microRNAs que pueden reportarles algin benefi-
cio para su supervivencia, regulando negativamente
genes que codifican para proteinas supresoras de
tumores o de reconocimiento del sistema inmuno-
logico, o bien, permitiendo de manera indirecta la
sintesis de proteinas oncogénicas por mecanismos
como los reportados por Esquela-Kerschner et al.!
Por otra parte, se ha demostrado la existencia de un
corte de intrones y un empalme de exones alternativo
para la generacion de una variedad de RNAs regula-
torios en el VPH16, como ha sido demostrado ante-
riormente,'? por lo cual sugerimos que, como parte
de este mecanismo, podrian transcribirse ciertas
regiones donde se localizan las diferentes semillas de
microRNAs, lo cual generaria una molécula de RNA
no codificante que le permitiria ejercer, asi, una posi-
ble funcion regulatoria.

De ser cierto lo anterior, es probable que estas
secuencias las hayan adquirido como consecuencia de
la evolucion conjunta del VPH y H. sapiens, como fue
propuesto por varios autores para el VPH16y 18,417
y que pueden haberse conservado en el genoma viral
como una estrategia de supervivencia que incluye eva-
sion del sistema inmune y regulacion del ciclo celular.
Resulta intrigante, ademas, la presencia de semillas
derivadas de microRNAs de otros virus que tienen
como hospedero al humano, como es el caso del virus
del sarcoma de Kaposi, el virus de Epstein-Barr o el
citomegalovirus; podria especularse que todos estos
virus comparten el mismo esquema de infeccion y
una posible regulacion de las funciones celulares. La
baja o nula capacidad oncogénica de los VPH6 o 11
podria explicarse, al menos en parte, por este evento,
ya que no pudo demostrarse una relacion entre la evo-
lucioén del virus y la aparicion de las diferentes razas
del hombre.!8 Por otra parte, no se ha demostrado atin
la existencia de una posible recombinacion entre los
diferentes tipos de VPH,!” por lo cual pensamos que
la presencia de las semillas de microRNAs de huma-
nos en el genoma viral es un evento causado por su
coevolucion.

En cuanto a los resultados del analisis bioinforma-
tico, existen claras diferencias en la cantidad de semi-
llas presentes en los tipos de VPH de bajo y alto riesgo.
Los primeros muestran pocas semillas de microRNAs
de otros virus, si bien el tipo 11 muestra un nimero
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elevado de copias de estas. Los tipos de alto riesgo
muestran un nimero mayor de semillas de este tipo y
un menor numero de copias, lo cual puede significar
que se requiere de un mayor numero de estas semillas
para que el VPH induzca una lesion en su hospedero y,
posiblemente, el desarrollo de algin tipo de cancer en
el cérvix. La baja cantidad de semillas de otros virus
en los tipos de VPH de bajo riesgo, en consecuencia,
podria explicar, al menos en parte, que estos VPH
solo sean capaces de inducir lesiones intraepiteliales
de bajo grado.

Existen semillas que se sobreponen entre si en los
diferentes tipos virales (como es el caso de la corres-
pondiente al miR-297), las cuales estan presentes
en la region LCR de los VPHI16, 18, 33, 45 y 52.
Este evento puede tener los siguientes significados:
1) que dicha superposicion lleve a la inactivacion
de las semillas, de manera que, al transcribirse la
region genémica donde se localizan, se generaria un
RNA mensajero que codifica para la proteina viral y
que no codifica para RNAs pequefios regulatorios;
o bien, 2) que la superposicion de semillas genere
un posible microRNA exclusivo del virus, el cual
puede interactuar con varios RNA mensajeros que
sean objetivo a la vez. Este Gltimo evento ha sido
demostrado en algunos casos cuando un pre-miRNA
es policistronico, es decir, que codifica para dos o
mas microRNAs en un solo transcrito,? o bien que
estan agrupados en tandem, como es el caso de un
conjunto de microRNAs detectados en el cromo-
soma 19 en el humano.!” Inclusive, la longitud de
este hipotético microRNA de VPH podria poseer
sitios de union adicionales al RNAm objetivo, los
cuales podrian favorecer la estabilizacion de la inte-
raccion microRNA-RNAm y la subsecuente regu-
lacion. Quedaria por demostrar, mediante técnicas
moleculares, la existencia de este tipo de moléculas
y si alguna de estas dos hipotesis puede tener algin
significado para la actividad viral.

En lo que respecta a las semillas de microRNAs
presentes en H. sapiens, también se observan dife-
rencias entre los tipos de VPH de alto riesgo. Las
mayores similitudes entre estas permiten agrupar a
los tipos 18 y 45, mientras que los tipos 16, 33 y 52
formarian otro grupo, lo cual esta en concordancia
con los arboles filogenéticos desarrollados a partir de
la proteina L1.2° Esto puede deberse a que las semi-
Ilas compartidas se encuentran en secuencias o domi-
nios altamente conservados entre los diferentes tipos
virales y posiblemente reflejan un mismo potencial
de induccion de lesiones en los VPH pertenecientes
a los dos grupos.

La presencia de las repeticiones de las semillas
de miR-297 en las LCR de los tipos virales de alto
riesgo podria indicar que estas repeticiones forman

un agrupamiento o cluster que es necesario para la
regulacion de la expresion del genoma viral o celu-
lar, dada la localizacion particular de estas semillas
(la LCR). Acorde con lo anterior, la presencia de
varias repeticiones de la semilla de miR-363 en la
correspondiente LCR del VPH11 podria reflejar que
es necesaria la presencia de repeticiones en dicha
region, sin importar el microRNA particular al que
pertenezcan, y este evento podria apuntar hacia una
posible huella genética que permitiera identificar la
presencia del VPH y diferenciarlo de otros virus que
pudieran estar presentes en una misma muestra de
tejido.

En resumen, en este trabajo se reporta una meto-
dologia sencilla para un analisis in silico que permitié
detectar una variedad de semillas de microRNAs en
el genoma de diferentes tipos de VPH. Esta estrategia
de deteccion puede emplearse también para detectar
secuencias de microRNAs conservados en genomas
de otras especies, aun de aquellas que se encuentren
en proceso de ensamble.

En conclusion, los virus de papiloma humano
de alto poder oncogénico tedricamente comparten
secuencias compatibles a microRNAs humanos y
virales, lo que sugeriria mecanismos de regulacion
viral comin. Estas secuencias al menos pueden pre-
sentarse en clsters o agrupamientos dentro de la
region control LCR.
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as enfermedades neoplasicas y en particular el
cancer cervicouterino (CaCU) han sido reco-

Panorama epidemiolégico del

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporté en  tores incide en el desarrollo y la severidad de esta Resumen

cancer cervicouterino

Recibido: 22/10/2014

Dulce M. Hernandez-Hernandez,? Teresa Apresa-Garcia,?
Rosa Ma. Patlan-Pérez®

Epidemiological overview of uterine cervical
cancer

The World Health Organization (WHO) reported more than 6 million
cases of cancer worldwide in women during 2008; 57.2 % of those cases
occurred in less developed countries. Cervical cancer (CC) ranks third in
the world in all cancers affecting women, with an estimated of 530 000
new cases. CC has multiple causes and it arises by the association of
various risk factors. The main factor is related to the human papillomavi-
rus infection (HPV), which acts as a necessary but not sufficient cause.
Also, the interaction with other cofactors has an impact on the develop-
ment and severity of this neoplasm. Survival is related to the timeliness
of care and, therefore, to more access to health services. CC is a neo-
plasm considered a preventable cancer; thus, it is possible to save more
than 150 000 lives by 2030 if control measures are applied with oppor-
tunity. The aim of this work is to review the CC in different geographical
areas and to make an analysis of risk factors related to this neoplasm.
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nocidas a nivel mundial como un problema de
salud publica. Esto ha sido debido a su comportamiento
con el devenir del tiempo, ya que en las sociedades
actuales ocupan uno de los primeros lugares en frecuen-
cia de morbilidad y mortalidad, en los paises llamados
desarrollados y en los que estén en vias de desarrollo.!
La infeccion por virus de papiloma humano (VPH) de
alto riesgo es una condicion necesaria para el desarro-
llo de una lesion cervical, pero solo una fraccion de las
lesiones precursoras progresan a cancer invasor. Esto
implica que se requiere la presencia de factores adicio-
nales, ademas del tipo viral, para aumentar las probabi-
lidades de progresion a cancer invasor.

Epidemiologia

El CaCU es el segundo cancer mas frecuente de distri-
bucion mundial que se presenta en la poblacion feme-
nina, con una estimaciéon de 530 232 casos nuevos, de
los cuales aproximadamente el 86 % (453 531 casos)
se presenta en los paises en desarrollo. De acuerdo con
estimaciones de la OMS en 2008,2 la tasa estandari-
zada a nivel mundial es de 15.2 x 100 mil mujeres,
solo por debajo del cancer de mama (38.9 x 100 mil
mujeres). Las tasas con mayor incidencia por CaCU se
presentan en las regiones de Africa, sureste de Asia y
las Américas, con intervalo de 30.7, 24.4 y 15.3 x 100
mil mujeres, respectivamente, que comparativamente
con otras areas geograficas de baja frecuencia llegan a
ser mayores de 1.7 a 3.4 veces'- (figura 1). En los pai-
ses de América Latina el CaCU es el segundo cancer
mas comin en mujeres. Los paises con tasas de inci-
dencia mayores de 30 x 100 mil mujeres son Guyana
(44.7), Nicaragua (39.9), Honduras (37.8), El Salva-

2008 mas de 6 millones de casos de cancer en muje-
res; el 57.2 % de esos casos ocurrié en paises menos
desarrollados. El cancer cervicouterino (CaCU) ocupa
el tercer lugar de las neoplasias malignas que afectan
a la mujer, con un nimero estimado de 530 000 casos
nuevos. El CaCU es multicausal y obedece a la aso-
ciacion de diferentes factores de riesgo. El principal
de ellos es la infeccion por virus de papiloma humano
(VPH), que actia como una causa necesaria pero no
suficiente. Asimismo, la interacciéon con otros cofac-

importantes hacia la disminucion en la incidencia de
casos. Por ejemplo, Dinamarca, que tenia una tasa de
22.5 x 100 mil en 1975, disminuy6 20 puntos para
una tasa reportada de 2.5 x 100 mil mujeres en 2008.
Sin embargo, en paises con menor desarrollo no es tan
evidente esta relacion.

Las muertes por CaCU ocupan el tercer lugar de la
mortalidad por cancer en la mujer en el mundo, con
un total de 31 712 defunciones,” lo cual representa
el 8.22 % de las muertes ocurridas por neoplasias
malignas, con una tasa de mortalidad estandarizada de
7.8 x 100 mil mujeres. Las tasas de mortalidad son
coincidentes con la incidencia reportada para paises
en el area de las Américas. Las tasas de mortalidad
mas elevadas por arriba de 20 x 100 mil mujeres se
observaron en Jamaica, Guyana y Nicaragua, mientras
que las mas bajas, menores a 7 defunciones x 100 mil

neoplasia. La sobrevida se encuentra relacionada con
la oportunidad de atencion y por lo tanto con mayor
accesibilidad a los servicios de salud. El CaCU es una
neoplasia considerada como un cancer prevenible, asi
gue es factible salvar mas de 150 mil vidas para 2030
si las medidas de control se aplican con oportunidad.
El objetivo de este trabajo es revisar el comporta-
miento del CaCU en diferentes ambitos geograficos,
asi como realizar un analisis de los factores de riesgo
relacionados con esta neoplasia.

mujeres se reportaron en Uruguay, Chile y Puerto
Rico (6.8, 6.6 y 2.8 respectivamente).*

En los paises en desarrollo la mayor importancia
del CaCU se debe a las altas tasas de mortalidad repor-
tadas, las cuales estan relacionadas con el diagnostico
tardio en etapas avanzadas de la enfermedad.>®

En México, de acuerdo con la OMS (2008), la fre-
cuencia de casos nuevos de CaCU fue de 10 186, lo
cual representa una tasa estandarizada a nivel mun-
dial de 19.2 x 100 mil mujeres; esto implica un riesgo
acumulado de 1.94 x 100 mujeres.! EI CaCU ocupa el
segundo lugar en frecuencia de morbilidad por neopla-
sias malignas en la mujer, después del cancer de mama
(27.2 x 100 mil mujeres), a diferencia de las mujeres
hispanas residentes en Estados Unidos, donde el CaCU
ocupa el séptimo lugar de las neoplasias, mientras que
el cancer de mama se mantiene en la primera posicion.”

Figura 1 Morbilidad y mortalidad por cancer cervicouterino en las diferentes regiones del mundo
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Figura 2 Tendencia de la mortalidad por cancer cervicouterino en poblacion
derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social, 2000-2011
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La tasa de mortalidad en México disminuy¢ aproxi-
madamente 2.5 % por aflo en la década de los noventa
y aproximadamente 5 % por afio en la tltima década,
con un estimado en el 2008 de 9.7 x 100 mil mujeres
(5061 defunciones), el cual se considera todavia exce-
sivamente alto.>® En relaciéon con la poblacion dere-
chohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), institucion de salud que atiende a cerca de la
mitad de la poblacion en México, se reporta que la ten-
dencia de la mortalidad continta disminuyendo, con
una tasa de 13.3 defunciones x 100 mil mujeres en el
afio 2000 y de 5.3 x 100 mil en el afio 2011 (figura 2).
De acuerdo con esta informacion, para el afio 2011 los
tres estados que presentaron tasas iguales o mayores a
9.0 x 100 mil mujeres derechohabientes fueron More-
los, Tamaulipas y Quintana Roo; la media nacional fue
de 5.4 x 100 mil mujeres, y entre los estados con valores
minimos de referencia mundial (< 2.0 x 100 mil) esta-
ban Baja California Sur y Durango (figura 3).°

Historia natural del cancer cervicouterino

De acuerdo con la historia natural de CaCU se ha mos-
trado que esta precedido por una serie de lesiones celu-
lares dentro del epitelio endocervical. Estas lesiones,
consideradas como preinvasoras, son denominadas
como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) o lesiones
escamosas intraepiteliales (LEI) de acuerdo con el sis-
tema Bethesda. Desde el punto de vista histologico la
clasificacion de LEI depende del grado de lesion celu-
lar dentro del epitelio y esta clasificacion esta disenada
para estandarizar el sistema de reporte para la prueba

de Papanicolaou. Se basa en la descripcion morfologica
de las lesiones, lo cual permite identificar datos que
sugieren infeccion por VPH vy las alteraciones celula-
res relacionadas con el desarrollo del CaCU, las cuales
fueron identificadas como atipia de células escamosas
de significado indeterminado (ASCUS) y LEI de bajo
y alto grado.!%!!

En estudios prospectivos se ha reportado que las LEI
de bajo grado (LEI-BG) pueden llegar a presentar tasas
de regresion espontanea sin tratamiento en mas del 60
% de los casos en una mediana de seguimiento de 12
a 18 meses. Y también pueden llegar a alcanzar tasas
de 91 % a los tres afios de seguimiento. Mientras que
el riesgo de desarrollar LEI-AG o NIC3 en las mujeres
incluidas en estas cohortes fue de 3 a 5 %. Por otro lado
en un reporte de metaanalisis de la historia natural del
CaCU, realizado con un total de casi 28 mil pacientes,
la tasa de progresion reportada en quienes fueron detec-
tadas con LEI-AG a un céncer invasor posterior a un
seguimiento de dos afios fue de 1.44 % (0-3.95 %).!?
Algunos autores afirman que transcurren alrededor de
diez afios en promedio a partir de detectarse altera-
ciones de bajo grado para que se llegue a presentar un
cancer invasor in situ.'3 Segun la edad, el pico de inci-
dencia para NIC3 se ha reportado de 27 hasta 35 afios
de edad promedio, mientras que para el cancer inva-
sor se presenta al menos diez afios mas tarde (con una
media de 48 afios), lo que hace evidente la progresion
de la enfermedad con la edad (figura 4).14

Factores de riesgo

La gran cantidad de estudios epidemioldgicos, mole-
culares y experimentales realizados en la busqueda de
asociaciones causales ha demostrado que el VPH es
el principal agente etiologico del CaCU.'>-!6 Los pri-
meros estudios mostraron una relacion muy estrecha
entre factores sexuales y reproductivos con la presen-
cia de CaCU invasor y lesiones precursoras. Consis-
tente con la etiologia infecciosa, un importante efecto
ha sido observado en mujeres que refirieron tener
multiples parejas sexuales y mostraron que tenian un
exceso de riesgo dos y hasta 10 veces mayor cuando
se identificaba un mayor numero de parejas (mas de
10 parejas). El inicio de la vida sexual antes de los 18
aflos se asoci6 con un exceso de riesgo que es entre
1.5 y 5 veces mayor y no mostré una relacion lineal;
de manera correlacionada, el primer embarazo en
menores de esa edad presenta un impacto similar en
el riesgo. Asimismo, los embarazos multiples (mas de
tres) elevan significativamente el riesgo, aun después
de ajustar por otros pardmetros sexuales.!”!3

Las coinfecciones del VPH con otros agentes
infecciosos de transmision sexual, como Chlamydia
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trachomatis, el virus herpes simple tipo 2 (HVS-2)
y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
posiblemente condicionen un efecto sinérgico que
aumente las posibilidades de alteraciones celulares
que conducen al desarrollo de una neoplasia. La infec-
cion por Chlamydia trachomatis y marginalmente el
HVS-2 favorecen la entrada y persistencia de multi-
ples tipos de VPH, lo cual conduce a integracion viral,
inhibicion de apoptosis, sobreexpresion de oncogenes
E6/E7 y transformacion celular.! Sin embargo, a la
fecha los mecanismos de integracion viral no estan
totalmente definidos. Recientemente se ha sugerido
que el proceso inflamatorio juega un papel importante
en el desarrollo de la carcinogénesis y sobre todo la
integracion viral en el VPH; se sugiere que las espe-
cies reactivas de oxigeno generadas durante el proceso
inflamatorio pueden provocar rupturas en la cadena de
DNA, lo cual permitiria la integracion viral.202!

En mujeres infectadas con HIV la frecuencia de
infeccion por VPH es de alrededor del 50 % y llega
hasta el 75 % en edades de 25 a 34 afios, casi cuatro
veces mayor a la reportada en poblacion sin riesgo. En
este grupo de mujeres se observa una mayor frecuen-
cia de infeccion relacionada con un menor conteo de
células CD4 y mayor severidad de lesiones cervicales.?

Entre las mujeres usuarias de anticonceptivos ora-
les, el riesgo de CaCU aumenta con el incremento
en la duracion del uso (riesgo relativo —RR— para
cinco afios 0 mas comparado con no usuarias, 1.9, IC
95 % 1.7-2.1). El riesgo disminuye al mismo nivel
de las no usuarias después de 10 afios de suspender
el uso.?? En un estudio se observd que las mujeres
usuarias de hormonas sexuales esteroideas tienen un
efecto interactivo dependiente de un polimorfismo de
la haptoglobina, una proteina que actiia en la modu-
lacién de la respuesta inmune local en epitelios. Se
observo que en las portadoras del alelo 1 de la hapto-
globina y usuarias de hormonales esteroideos el RR
aumento seis veces en relacion con las no portadoras
y las no usuarias.?*

El tabaquismo, que es otro agente no infeccioso
sino quimico, es uno de los factores que se ha estu-
diado de manera importante en la asociacion con el
CaCU. Altas concentraciones de los constituyentes
del tabaco en el moco cervical y las concentraciones
séricas han mostrado una evidencia biologica en el
desarrollo del CaCU. Se ha observado que la fraccion
del DNA en fase-S (como una medida de prolifera-
cion) estuvo correlacionada con la cantidad de ciga-
rrillos fumados y el nivel sérico de progesterona.”
En otro estudio realizado en mujeres mexicanas se
observé una asociacion entre un polimorfismo del
CYP1A1 (Mspl) con el CaCU, lo cual potencio el
efecto tres veces mas en mujeres fumadoras cuando
se encontraba presente el genotipo C/C, en compara-
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Figura 3 Tasa de mortalidad por cancer cervicouterino de acuerdo con dele-

gaciones del IMSS, 2011
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cién con mujeres no fumadoras y sin este genotipo.
Las enzimas derivadas del CYP1A1 juegan un papel
significativo en la detoxificacion de los hidrocarburos
aromaticos y las aminas aromaticas presentes en el
cigarro.?¢

Virus de papiloma humano

La infeccién genital por VPH es considerada como
una de las infecciones mas frecuentes de transmi-
sion sexual (ETS) en la poblacion mundial, presente
sobretodo en mujeres jovenes, aunque también estan
ampliamente difundidas entre adultos que han sido
sexualmente activos.?” La infeccién del epitelio esca-
moso del tracto genital por diferentes tipos de VPH se
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Figura 4 Historia natural del cancer cervicouterino
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manifiesta en forma clinica, subclinica o latente. La
infeccion clinica por VPH se define como cualquier
lesion visible en el epitelio o que causa sintomas. La
infeccion subclinica no causa sintomas y puede diag-
nosticarse solo con ayuda del colposcopio 0 micros-
copio, mientras que la infeccion latente no se asocia
con anormalidades del epitelio escamoso y puede
ser detectada solo por virologia. La historia natural
de la infeccion por VPH demuestra que la resolucion
espontanea se presenta en el 90 % de mujeres inmu-
nocompetentes en aproximadamente el curso de dos
afios.'* La tasa de infeccion en poblacion femenina
se estima en 40 % para mujeres de 20 a 29 afios de
edad y en poblacion general independiente de la
edad se reportan cifras de 13 a 15 %,!617:7
que exceden por mucho el numero de casos de can-
cer invasor estimado en menos del 0.01 %. Por otro
lado mas del 98 % de los casos de cancer invasor del
cérvix uterino estan asociados a algun tipo de VPH.

cifras

Esta es la principal razén por la que se ha estable-
cido que la infeccién por VPH es una causa nece-
saria pero no suficiente para desarrollar un céncer
invasor.'> Asi se han determinado otros factores de
riesgo que se asocian tanto a la adquisicion de una
infeccion por VPH como a su persistencia, condicio-
nes que favorecen el subsecuente desarrollo de un
cancer invasor. Entre ellos se encuentran los tipos
y subtipos virales, entre los que se identifican como
los de mayor probabilidad para la persistencia de la
infeccion los VPH 31, 16, 58 y 52. La carga viral,
definida como el nimero de genomas de VPH pre-
sentes en las células, ha mostrado una correlacion

con la severidad de la enfermedad. Niveles mayores
de VPH de alto riesgo fueron detectados en NIC3 y
lesiones invasoras, comparados con los presentes en
lesiones de bajo grado.?®

Los VPH son clasificados en genotipos sobre
la base de la secuencia de los acidos nucleicos que
componen su genoma; los genotipos individuales de
VPH se definen por tener marcos de lectura abiertos
en L1, E6 y E7 que difieran en mas del 10 %. Se han
detectado mas de 170 genotipos de VPH y mas de
20 se han detectado en el tracto genital humano.?
Los tipos de VPH que se encuentran con mayor fre-
cuencia en lesiones precursoras y malignas de CaCU
son los VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 y 68, por lo que se ha considerado que
su presencia es de alto riesgo para el desarrollo de
cancer invasor. A nivel mundial el VPH 16 es el
genotipo mas frecuentemente encontrado en el can-
cer cervical (50 %; 45-64 %), seguido del VPH 18
(14 %; 6-23.4 %), el VPH 45 (8 %; 3-13.8 %) y el
VPH 31 (4.5 %; 1-7-2 %), con variaciones determi-
nadas por diferentes areas geograficas. En México en
un estudio de metaanalisis se reportan las siguientes
frecuencias de VPH de acuerdo al tipo de lesion: en
cancer invasor, VPH 16 (63.1 %), VPH 18 (8.6 %),
VPH 58 y VPH 31 (5 %); para lesiones intraepitelia-
les de alto grado (LEIAG): VPH 16 (28.3 %), VPH
58 (12.6 %), VPH 18 (7.4 %) y VPH 33 (6.5 %);
para para lesiones intraepiteliales de bajo grado
(LEIBG): VPH 16 (13.1 %), VPH 33 (7.4 %), VPH
18 (4.2 %) y VPH 58 (2.6 %); mientras que en muje-
res sin lesiones: VPH 16 (3.4 %), VPH 33 (2.1 %),
18y 58 (1.2 %).3°

Las variantes del VPH 16 y VPH 18 han mos-
trado una distribucion diferencial entre la severidad
de las lesiones cervicales en CaCU, muy probable-
mente debido a sus diferencias filogéneticas. En
Meéxico las variantes de VPH 16 reportadas con
mayor frecuencia son VPH 16 var E (58.8 %), VPH
16 var AA-a (32.3 %) y VPH 16 var AA-c (8.8 %).
De manera interesante VPH 16 var AA-c a pesar de
su baja frecuencia solo fue observada en casos de
céancer invasor.’!

La infeccion por VPH genital se debe princi-
palmente a transmisién sexual, como muestran las
evidencias referidas anteriormente; sin embargo, se
han mostrado otros posibles mecanismos de trans-
mision en funcion de las siguientes observaciones:
la determinacion de altas frecuencias de anticuerpos
en nifios; la ausencia de asociacion de seropositivi-
dad a VPH con la actividad sexual; la presencia de
ADN-VPH en raspados de cavidad oral en nifios y
adultos; y el desarrollo de papilomatosis respiratoria
recurrente en niflos expuestos a VPH 6 u 11 durante
el nacimiento.?
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Cuadro | Factores de riesgo para infeccion por VPH y CaCU. Medidas preventivas de acuerdo con su potencial de modificacion

Factores de riesgo

Infeccion por virus de papiloma humano

Riesgo

Prevencion

Cancer cervicouterino invasor

Riesgo

Prevencion

Edad, alta frecuencia en época
de mayor actividad sexual

Educacion para la salud. Pre-
vencién primaria, vacunacion

A mayor edad, aumenta la
probabilidad de desarrollo (pro-
medio 46 afios)

Educacion para la salud, apego
a programas de deteccion
oportuna

Parejas sexuales, relacion
directa entre el nimero y la
probabilidad de infeccién

Educacion para la salud

Inicio de relaciones sexuales en
menores de 18 afios de edad

Educacion para la salud en
adolescentes

Antecedente de enfermedades
de transmision sexual. Chla-
mydia tracomatis, herpes virus,
otros

Uso de preservativos, evitar
relaciones sexuales inseguras

Infeccién por tipos de VPH
oncogeénicos, variantes, reinfec-
ciones, coinfecciones y carga
viral

Disminucién del riesgo de
infeccion

Susceptibilidad inmunolégica,
VIH y enfermedades por inmu-
nocompromiso

Consejo médico y proteccion
especifica

Susceptibilidad inmunoldgica.
Enfermedades asociadas a
inmunodepresién

Consejo médico y proteccion
especifica

Tabaquismo, disminucién de
barreras biol6gicas

Evitar el consumo de tabaco

Susceptibilidad genética. Mayor
probabilidad cuando existen
antecedentes familiares positi-
VoS a cancer

Consejo médico, proteccién
especifica, apego a tamizaje

Embarazo, antecedentes de
un ndmero alto de embarazos,
aumento del riesgo de infeccion

Atencién prenatal y planificacion
familiar

Incumplimiento a las acciones
de prevencién secundaria por
tamizaje

Promocion para la salud,
medios de comunicacién

Factores sociales de margi-
nacién, analfabetismo o baja

Promocioén para la salud

Referencia de pacientes con

Vinculacién entre niveles de

escolaridad

sospecha de manera oportuna atencion

Barreras de accesibilidad a los
servicios de salud

Politicas de salud

VPH = virus de papiloma humano; CaCU = cancer cervicouterino; VIH = virus de inmunodeficiencia

Riesgo genético

Algunas evidencias epidemioldgicas demuestran una
predisposicion genética al cancer cervical. Se reporta
un exceso de riesgo (RR = 1.83; IC 95 %, 1.77-1.88)
de haber padecido cancer de cérvix en las madres
biologicas de mujeres identificadas como casos
(CaCU), mientras que para las madres adoptivas el
riesgo relativo no fue diferente significativamente de
la unidad (1.1, 0.76-1.5). El riesgo relativo para las
hermanas biologicas de los casos fue de 1.93 (1.85-
2.0), mientras que para las hermanas no biologicas
de los casos, el riesgo fue de 1.1 (0.8-1.5), lo cual
indica que hay un riesgo elevado significativo para
los familiares bioldgicos de primer grado de mujeres
con céncer cervical.??

En paises en desarrollo, la presencia de cancer
cervical se asocia ademas con factores relacionados
con la pobreza, como la baja escolaridad, el des-
empleo, la residencia en zonas rurales y la falta de
acceso a los servicios de salud.!”-1%28 En el cuadro
I se resumen los principales factores de riesgo para
la infeccion por VPH vy el desarrollo de cancer cer-
vical.
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Conclusiones y recomendaciones

El cancer del cuello uterino es una neoplasia de rele-
vancia en salud publica por la magnitud que presenta
en el mundo respecto a la morbilidad y mortalidad,
sobre todo si se toma en cuenta su alto potencial de
ser prevenible a fin de evitar la mortalidad por esta
causa. En algunos paises, entre ellos México, se ha
observado una tendencia hacia la disminucion de la
frecuencia del CaCU. La infeccion por VPH es la
principal causa asociada a la presencia de este can-
cer, por lo que habra que reforzar las acciones pre-
ventivas que impacten para lograr un menor riesgo
de contagio. Los factores sociales y reproductivos
influyen de manera preponderante en una mayor
probabilidad de infeccion por VPH. La vacuna profi-
lactica contra la infeccion por este virus es una alter-
nativa dirigida hacia algunos tipos virales que puede
disminuir el riesgo de infeccion.

Se ha atribuido como principal causa de mortali-
dad la inoportunidad en el diagnéstico, entre cuyos
factores se identifican, entre otros, las barreras de
accesibilidad a la atencion médica, los aspectos
sociales y culturales que impiden la deteccion opor-
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tuna y la solicitud de demanda a los servicios ante
los primeros sintomas de la enfermedad. Por lo tanto
los servicios de salud deben fortalecer las acciones
dirigidas a la educacion para la salud, promover la
prevencion primaria por inmunizacion y la promo-
cién secundaria a través de la deteccion oportuna,
asi como contar con los recursos de atenciéon médica
necesarios para atender la demanda en los casos

nuevos identificados que contribuyan a disminuir la
mortalidad por esta causa.

Declaracion de conflicto de interés: las autoras han
completado y enviado la forma traducida al espafiol de
la declaracion de conflictos potenciales de interés del
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas, y
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Cancer cervicouterino y virus
del papiloma humano. Una
mirada desde el enfoque
médico familiar

Juan José Flores-Pulido,® Ménica Martinez-Correa

Cervical cancer and human papillomavirus. A
glance from a family medical viewpoint

Cervical cancer is a health population problem that affects all the world. It
remains globally the second leading cause of death in women according
to the reports of the International Agency for Cancer Research. In 2008
it was reported an incidence of 8.8 %, which represents a total of 530
232 new cases worldwide and a mortality rate of 8.2 %, meaning a total
of 275 008 deaths from this pathology that year. If we bear in mind that
the affected group is composed by women in reproductive age, we can
size the sociodemographic and family consequences that this pathology
brings. So the integral level approach with emphasis on the preventive
area is the key to the reduction of morbidity from this disease. This prem-
ise suggests the need to offer a broad outlook about the role played by
health personnel with care in Family Medicine.
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Panorama epidemiolégico del cancer cervi-
couterino y del virus del papiloma humano

La atencion de la salud reproductiva en la actualidad
se define como el conjunto de métodos, técnicas y ser-
vicios que contribuyen a la salud y bienestar reproduc-
tivos al evitar y resolver los problemas relacionados
con esa indole de la salud. Incluye la salud sexual,
cuyo objetivo es el desarrollo de la vida y de las rela-
ciones personales y no solo de la consejeria y la aten-
cion en materia de reproduccion y de infecciones de
transmision sexual.!

El cancer es la primera causa de muerte en los pai-
ses desarrollados y la segunda en los paises en vias
de desarrollo. Segtin las proyecciones a nivel mundial,
seguira aumentando la incidencia de esta enfermedad
en el mundo entero y se calcula que se registraran 13.1
millones de muertes para el afio 2030.>

Podemos observar de acuerdo con los reportes de la
Agencia Internacional de Investigacion para el Cancer,
que en el 2008 se encontrd una incidencia de cancer
cervicouterino del 8.8 %, lo cual se tradujo en 530 232
nuevos casos anuales a nivel mundial, asi como una
tasa de mortalidad de 8.2 %, que representd 275 008
defunciones por esta patologia.®

En México, segun cifras del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), en el 2011 se reportd
que entre los principales tumores malignos por los que
fallecia la poblacion de 20 afios o mas, se observaban
diferencias significativas entre hombres y mujeres.
Las mujeres morian por cancer de mama (13.8 %), por
cancer cervicouterino (10.4 %) y de estomago (7 %).
En tanto, los hombres fallecian por cancer de prostata
(16.9 %), de bronquios y pulmoén (12.8 %) y de esto-
mago (8.6 %).*

También podemos ver que los resultados de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSA-
NUT 2012) muestran que una mayor proporcion de
mujeres de 20 a 65 afios acudieron en los ultimos 12
meses a realizarse una prueba de deteccion de cancer
cervicouterino en comparacion con los resultados de
la ENSANUT 2006 y ENSA 2000. Asi, en 2012 se
encontr6é que 44.3 % de las mujeres de 20 a 65 afios
acudi6 a un servicio médico para una prueba de Papa-
nicolaou durante el afio previo al levantamiento, mien-
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El cancer cervicouterino es un problema de salud
poblacional que afecta a todo el mundo y continGa
siendo la segunda causa de muerte en mujeres a nivel
global. En el 2008 la Agencia Internacional de Investi-
gacion para el Cancer reporté una incidencia del 8.8 %,
lo cual representa un total de 530 232 nuevos casos a
nivel mundial y una tasa de mortalidad de 8.2 %, que
significaron un total de 275 008 defunciones por esta
patologia. Si tomamos en cuenta que el grupo con

tras que 37.1 y 29.4 % lo habian hecho el afio previo
al levantamiento de la ENSANUT 2006 y al de la
ENSA 2000, respectivamente. Aunado a esta cifra de
2012, se agregan las mujeres que fueron a realizarse la
prueba para deteccion del virus del papiloma humano
(VPH) (informacién no recolectada previamente), con
10.3 % de las mujeres de 35 a 50 afios.®

La infeccion originada por el virus del papiloma
humano (VPH) se ha incrementado de forma exponen-
cial en las tlltimas décadas y se ha llegado a considerar
un grave problema de salud publica que afecta princi-
palmente a grupos de adolescentes y mujeres jovenes,
y condiciona la aparicion de lesiones precursoras y
cancer cervicouterino, lo cual nos habla del compor-
tamiento de las actividades en las practicas sexuales
a temprana edad. El cancer cervicouterino puede evi-
tarse, siempre y cuando se realice un diagnéstico y un
manejo adecuado de las lesiones precursoras.’

Es de suma importancia saber las repercusiones que
tienen las infecciones por VPH en el hombre y la mujer,
asi como en el ambiente de seguridad que pudiera tener
la pareja afectada, sobre todo por las implicaciones
secundarias en la confianza de pareja y en los trata-
mientos que hay que seguir en el futuro inmediato.

Si bien se sabe que en el hombre son muy raras
las implicaciones o cambios malignos de las lesiones
de VPH peneanos, en la mujer es indudable que las
repercusiones infecciosas pueden llegar a tener una
connotacion muy diferente a la de la contraparte mas-
culina. En ellas producira un clima de angustia, miedo
y preocupacion intensa debido a las posibles implica-
ciones malignas que pudieran darse, aun cuando sepa-
mos que son la minoria; sin embargo, la paciente que
tenga estos cambios displasicos no entendera las cifras
estadisticas sino que sufrira directamente las conse-
cuencias de la infeccion. En el hombre producira un
alejamiento de su pareja, por no infringirle mas posi-
bilidades de contagio, ademas de que ocasionara un
sentimiento de culpa muy dificil de eliminar y sobre

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5162-4

mayor afectacion son mujeres en edad reproductiva,
podemos dimensionar las secuelas sociodemografi-
cas y familiares que esta patologia trae como conse-
cuencia, por lo cual el abordaje de manera integral con
énfasis en el area preventiva es la clave para lograr la
reduccién de la morbimortalidad por esta enfermedad.
De esta premisa se desprende la necesidad de brindar
un panorama amplio del rol que juega el personal de
salud con atencion en Medicina Familiar.

todo debido a la recurrencia de la enfermedad. En
ocasiones se trata de mujeres que estan en su tercera
década de la vida y que no han tenido todavia hijos,
por lo cual las implicaciones soy mayores en relacion
con las expectativas vitales de formar una familia.

El rol del médico familiar en la atencion pri-
maria de la salud

La Medicina Familiar, que por definiciéon es la
especialidad médica efectora de la atencion prima-
ria de la salud (APS), al igual que la mayoria de las
demas especialidades médicas, posee un cuerpo de
conocimientos que le es propio, asi como instrumen-
tos y habilidades que le permiten diferenciarse en el
objeto de su practica. Dado que el propdsito y la uni-
dad funcional de los cuidados primarios es la familia y
no el individuo, el abordaje de la atencion de la salud
para la Medicina Familiar se desarrolla dentro de este
contexto microsocial, evitando fragmentar el grupo
familiar en distintos componentes, cada uno con un
proveedor de salud diferente.

La Medicina Familiar es la especialidad clinica que
se ocupa del mantenimiento y la resolucion de los pro-
blemas de salud frecuentes en los individuos, familias
o comunidades, independientemente de la edad, sexo
o el drgano o sistema afectado. Es también la especia-
lidad que integra en profundidad las ciencias biologi-
cas, clinicas y de la conducta. El médico de familia
debe considerar cada encuentro con el paciente como
una oportunidad para la educacion o la prevencion.

Existen dos estrategias importantes para mejorar el
cumplimiento de las practicas preventivas: el rastreo o
tamizaje (screening, en inglés) y la pesquisa de casos
(case finding). Sin duda, esta tltima es la mas efec-
tiva. Como estrategia, la pesquisa clinica de casos se
define cuando es el médico quien inicia la intervencion,
incluso cuando el paciente concurre a la consulta por
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otros motivos. Si consideramos que, en promedio, cada
paciente ve a su médico de cabecera al menos dos veces
al afo, las posibilidades de poder implementar servicios
preventivos se multiplican y también la diferencia entre
lo que significa estar sano o enfermo para el médico,
por un lado, y para el paciente, por el otro (problemas
funcionales, alcoholismo, violencia doméstica y otras
enfermedades sociales, padecer céancer, tuberculosis o
sida en distintos grupos étnicos, etcétera).

Conociendo el rol tan importante que juega el
médico familiar, como podemos decir que es de
suma importancia integrar y sumar los esfuerzos del
equipo multidisciplinario de las unidades de medicina
familiar a fin de llevar a cabo acciones especificas y

sistematizadas para lograr un diagndstico temprano
y la referencia oportuna, contribuyendo a disminuir
las cifras tan elevadas de morbimortalidad y el saldo
social, del cual no podemos ver cifras pero podemos
inferir que la orfandad y la desintegracion familiar for-
man parte del lastre de estas patologias, que lejos de
disminuir van a la alza con un marcado predominio en
los paises en vias de desarrollo.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han com-
pletado y enviado la forma traducida al espafiol de la
declaracion de conflictos potenciales de interés del Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, y no fue
reportado alguno en relacion con este articulo.
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os papilomavirus comprenden un grupo de virus

Aspectos generales de la

estructura, la clasificacion
y la replicacion del virus del
papiloma humano

Gerardo Santos-Lépez,? Luis Marquez-Dominguez,? Julio Reyes-Leyva,?
Veronica Vallejo-Ruiz?

General aspects of structure, classification and
replication of human papillomavirus

Human papillomavirus (HPV) refers to a group of viruses which belongs
to a larger group, commonly referred to as papillomaviruses. These
viruses are taxonomically located in the Papillomaviridae family. Papillo-
maviruses are small, non-enveloped with a genome of double-stranded
DNA and they have affinity for epithelial tissue. Many of them are associ-
ated with human infection; they induce benign lesions of the skin (warts)
and mucous membranes (condylomas), but they are also associated with
some epithelial malignancies, such as cervical cancer and other tumors
of the urogenital tract. Papillomaviridae contains 16 genera, which are
named with a Greek letter prefix and the termination papillomavirus, e.g.,
Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, etcetera. From the clinical
point of view, human papillomaviruses infecting the genital tract (which
are located in the genus Alphapapilomavirus) have been divided into two
groups: those of low risk, associated with benign genital warts, and those
of high risk, with oncogenic potential, which are the etiological agents of
cervical cancer. In this paper we review some relevant aspects of the
structure, replication cycle and classification of human papillomaviruses.

Keywords Palabras clave
Human papillomavirus  Virus de papiloma humano
High risk HPV  VPH de alto riesgo
HPV classification  Clasificacion del VPH

pequefios, no envueltos con genoma de ADN
de doble cadena, los cuales tienen afinidad por
el tejido epitelial. Muchos de ellos estan asociados con
infeccion en humanos; producen lesiones en piel (verru-
gas) y en mucosas (condilomas), pero también estan
asociados con algunos procesos malignos en epitelio,
especialmente con cancer cervicouterino y otros tumo-
res de tracto anogenital, asi como de cabeza y cuello.!-?
La asociacion entre verrugas humanas y virus se
documento desde principios del siglo XX, cuando el
italiano G. Ciuffo reportd que a partir de un filtrado
libre de células se podia reproducir la presentacion de
verrugas. Mas tarde, en 1935, R. Shope y E.W. Hurst
demostraron que los papilomavirus pueden causar car-
cinoma de piel en un modelo de conejo y unos afios
mas tarde la presencia del virus pudo ser comprobada
visualmente mediante microscopia electronica con los
trabajos de M.J. Strauss en 1949143
Fue hasta principios de la década de 1970 que H. zur
Hausen propuso que un virus podria ser el agente etiol6-
gico del cancer cervical en humanos. Y en la década de
1980 su grupo demostr6 con un analisis de Souther blot
la presencia de ADN de dos tipos de virus de papiloma
en biopsias de cancer cervical, nuevos por aquel enton-
ces: los virus de tipo 16 y los de tipo 18.4 Durante el
tiempo transcurrido, desde entonces muchos trabajos de
investigacion han definido la importancia del VPH en
el cancer y han mostrado que es el principal factor de
riesgo para el desarrollo de cancer cervicouterino y que
existen variedades de estos virus que estan directamente
relacionadas con estos procesos de transformacion y
otras que no, lo cual permite tener herramientas para el
diagnostico y tratamiento de este importante problema
de salud publica.

Estructura viral

Las particulas del VPH son icosaédricas, no presentan
envoltura y miden entre 52 y 55 nm de didmetro. La
capside esta constituida por 72 capsémeros pentamé-
ricos de la proteina mas abundante (L1) en un arre-
glo con niimero de triangulacion (T) de 7 (figura 1).
Otra proteina de la capside denominada L2 se asocia
internamente a un subgrupo de capsomeros formados
por L1. Los viriones son resistentes a tratamientos con

3Laboratorio de Biologia Molecular y Virologia, Centro de Investi-
gacion Biomédica de Oriente, Instituto Mexicano del Seguro So-
cial, Metepec, Atlixco, Puebla, México

Virus del papiloma humano (VPH) hace referencia
a un grupo de virus que se encuentra a su vez en un
grupo mayor denominado cominmente papilomavirus,
y que se ubica taxondmicamente en la familia Papillo-
maviridae. Los papilomavirus son virus pequefios, no
envueltos con genoma de ADN de doble cadena y que
tienen afinidad por el tejido epitelial. Muchos de ellos
estan asociados con infeccién en humanos; producen
lesiones en piel (verrugas) y en mucosas (condilomas),
pero también estan asociados con algunos procesos
malignos en epitelio, como cancer cervicouterino y otros
tumores del tracto anogenital. La familia Papillomaviri-
dae contiene 16 géneros, los cuales son nombrados

éter, acidos y calor (50° por una hora). En los viriones
no se han encontrado componentes de naturaleza lipi-
dicani glicosidica.!"-® Dentro de la capside se ubica el
genoma viral, que esta constituido por ADN de doble
cadena covalentemente circularizado.'

Genomay proteinas del virus

El genoma de los papilomavirus mide entre 6800 y 8400
pares de bases (pb) y se encuentra asociado con protei-
nas del hospedero, las histonas H2a, H2b, H3 y H4, en
una estructura del tipo de la cromatina del hospedero.%1°

El genoma ha sido dividido en tres regiones prin-
cipales: una region reguladora no codificante de apro-
ximadamente 1 kb, la cual se denomina region larga
de control (LCR, long control region); una region que
incluye genes de expresion temprana, que dan origen
a proteinas no estructurales y una region que contiene
los genes de expresion tardia, que dan origen a dos

con una letra griega como prefijo y con la terminacion
papillomavirus; por ejemplo: Alphapapillomavirus, Beta-
papillomavirus, etcétera. Desde el punto de vista clinico,
los papilomavirus humanos que infectan la mucosa del
tracto genital (los cuales estan ubicados en el género
Alphapapilomavirus) han sido divididos en dos gru-
pos: los de bajo riesgo, que se asocian principalmente
con verrugas genitales benignas, y los de alto riesgo,
gue presentan un alto potencial oncogénico y son los
agentes etiolégicos del cancer cervicouterino. En este
articulo revisamos algunos aspectos sobresalientes de
la estructura, el ciclo replicativo y la clasificacion de los
virus de papiloma humano.

proteinas estructurales. En total se encuentran 9 o 10
marcos de lectura abierta y en todos los papilomavirus
estan localizados en una sola de las hebras del ADN
gendmico (figura 2).b1!

La LCR contiene elementos de respuesta para fac-
tores de transcripcion celulares, tales como AP1, SP1,
Octl, etcétera, asi como para las proteinas virales E1
y E2, que controlan la replicacion y la expresion del
genoma viral. Particularmente, se ha determinado que
el VPH 16 posee elementos conocidos como PE (o
p97) y PL (o p670), que son promotores que regulan
la expresion de genes tempranos y tardios, respecti-
vamente, asi como la presencia de ARNm con modi-
ficaciones de corte y empalme (splicing) durante la
diferenciacién de las células epiteliales.!?

Los marcos de lectura se agrupan en dos conjuntos
denominados genes de expresion temprana (E, early)
y genes de expresion tardia (L, late). En el primer
grupo se encuentran E1, E2, E4, E5, E6 y E7, mientras
que en el segundo se encuentran L1y L2.'-12 En algu-

Figura 1 Estructura de los papilomavirus. A) Imagen en 3D de un virion que ha sido reconstruido por medios infor-
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maticos a partir de imagenes obtenidas por microscopia crioelectrénica y de la proteina L1 cristalizada. Obtenida de
VIPER db: http://viperdb.scripps.edu/info_page.php?VDB=1I0t, consultado el 24 de mayo de 2013. B) Diagrama de la
capside del VPH, donde se observa la proteina principal de la capside L1, asi como el genoma viral empaquetado con
histonas celulares. Obtenida de Viral Zone: http://viralzone.expasy.org/.
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nos papilomavirus se pueden identificar dos marcos de
lectura adicionales, denominados E3 y E8.13

Las proteinas codificadas en el genoma que forman
parte de la estructura del virion son solo dos: L1 y L2.
Las demas proteinas virales cumplen diferentes funcio-
nes durante el ciclo replicativo. En el cuadro I se resu-
men las funciones generales de las proteinas del VPH.

Ciclo replicativo

Los papilomavirus tienen una alta especificidad por
células epiteliales escamosas. En estas células es donde
se lleva a cabo la sintesis de nuevas particulas vira-
les. El ciclo replicativo de los papilomavirus se divide
cominmente en dos etapas, denominadas temprana y
tardia. Estas etapas estan ligadas al estado de diferen-
ciacion de la célula epitelial presente en el tejido. 1112

El establecimiento del virus en el tejido requiere
de la infeccion de los queratinocitos basales, frecuen-
temente a través de lesiones o abrasiones en el tejido,

E2 E2 E1 SP1 E2 E2 TATA PE

'=I=I=U=D=I=I=EI£.

.5
Y
%
""‘l
\
\ LCR
A PAL paPE

1/904
7000
PL

1000 ™

6000
VPH16

Figura 2 Diagrama del genoma del virus de papiloma
humano tipo 16. Se trata de un genoma de doble cade-
na circularizado de 7904 pares de bases. Se sefialan los
promotores PE y PL, para la expresion de los genes tem-
pranos y tardios, respectivamente, asi como de los ele-
mentos PAE y PAL, que son sefiales de poliadenilacion
para los genes tempranos y tardios, respectivamente. En
la parte superior se observa una amplificacion de la re-
gion larga de control (LCR) con diferentes elementos de
respuesta a factores de transcripcion virales y celulares.
Figura tomada y modificada de Doorbar et al.?

lo cual sugiere que es necesaria la presencia de célu-
las con actividad mitética.'? La introduccién de los
viriones en la célula es iniciada por la interaccion de
la proteina L1 con heparan-sulfato y sindecano 3 en
la superficie celular.'*!> Se ha implicado también a la
integrina alfa-6 en el ingreso del virus a la célula, cuya
interaccion induce sefiales que llevan a inhibir la apop-
tosis a través de Ras/MAP y PI3K/Akt.!6:17

La mayoria de los papilomavirus parece entrar a la
célula mediante endocitosis dependiente de clatrina
mediada por receptor. El desnudamiento del virion
y la salida del genoma viral ocurren en el endosoma.
Posteriormente la proteina L2 y el genoma migran al
nucleo. Hay varios trabajos que muestran la importan-
cia de la proteina L2 en este proceso.!!1:12

Una vez dentro del ntcleo, el genoma es transcrito en
una serie de procesos complejos que involucra la presen-
cia de multiples promotores, patrones diversos de modi-
ficacion del ARNm (splicing), asi como una produccion
diferenciada de los mismos entre distintas células.!

La E1 y la E2 son de las primeras proteinas en
expresarse, lo cual genera un control en el nimero
de copias del genoma viral episomal (no integrado al
genoma celular). Esas proteinas se mantienen entre 20
y 100 copias por célula. Ambas forman un complejo
para reclutar la maquinaria de polimerizacion celular y
factores accesorios para la replicacion del genoma.b!!
En la capa suprabasal la expresion de los genes E1, E2,
E5, E6 y E7 contribuye al mantenimiento del genoma
viral e induce la proliferacion celular, incrementando el
numero de células susceptibles de ser infectadas, lo cual
redunda en una mayor produccion viral. En las zonas
donde se encuentran las células mas diferenciadas se
mantiene la expresion de los genes E1, E2, E6 y E7,
ademas se comienza a expresar el gen E4, que tiene la
funcién de amplificar la replicacion del genoma viral,
incrementando significativamente el numero de copias
del genoma, mientras que se activa la transcripcion de
los genes tardios L1 y L2, involucrados en el ensamble
y en la salida de los nuevos viriones.':1%.18

Las funciones tardias de los papilomavirus, tales
como la sintesis de ADN viral, de las proteinas de la
capside, asi como el ensamble de los viriones ocurren
exclusivamente en queratinocitos diferenciados. La
regulacion transcripcional de los genes tardios es diri-
gida por un promotor especifico que solo responde en
queratinocitos diferenciados. Poco es lo que se sabe del
proceso de ensamble y liberacion de las particulas vira-
les; sin embargo, la encapsidacion del genoma es asis-
tida por L2 y es facilitada por E2. Las particulas se han
observado en la capa granular del epitelio, pero no en
estratos inferiores. Se asume que el virus no es citolitico
y la liberacion de las particulas virales no ocurre antes
de la capa cornificada del epitelio queratinizado; sin
embargo, los mecanismos son atin desconocidos. - 11218
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Cuadro | Proteinas del virus del papiloma humano y funciones asociadas!®13.18

Tipo de proteina Nombre Funciones o actividades asociadas
El Tiene funciones de helicasa. Es esencial para la replicacion y la transcripcion
E2 Esencial para replicacion y transcripcion viral, segregacion genémica y encapsidacion
E4 Regula la expresion de genes tardios, controla la maduracién viral y la salida de los viriones
E5 Estimula la actividad transformante de E6 y E7, promueve la fusion celular generando aneuploi-

dia e inestabilidad cromosémica, contribuye a la invasion de la respuesta inmunitaria

No estructurales

Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores p53, inhibiendo la apop-
E6 tosis; interactGa con proteinas del sistema inmunitario innato, contribuye a la evasion de la
respuesta inmunitaria y a la persistencia del virus; activa la expresion de la telomerasa

Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores pRB; incrementa la activi-

dad de cinasas dependientes de ciclinas; afecta la expresion de genes de fase S por interaccion

E7 . L ) . ) L
directa con factores de transcripcion E2F y con histona desacetilasa; contribuye a la evasion de
la respuesta inmunitaria

L1 Proteina principal de la capside. Reconoce receptores sobre la célula hospedera. Es altamente
inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes

Estructurales . : S o - o .
L2 Proteina secundaria de la capside. Participa en la unién del virién a la célula, en su entrada a la

célula y su transporte al nucleo, la liberacion del genoma y el ensamble de los viriones

La denominacion de E o L se refiere a temprana (early) o tardia (late), de acuerdo con su sintesis o funciones durante el ciclo replicativo.

Algunos papilomavirus tienen marcos de lectura para las proteinas E3 y E8, aunque aln se desconocen sus funciones

Las proteinas E6 y E7 han sido ampliamente estu-
diadas y se sabe que son muy importantes en la trans-
formacion celular. La proteina E6 de los virus de alto
riesgo, por ejemplo, es capaz de unirse e inducir la
degradacion de la proteina supresora de tumores p53,
lo cual hace que la célula infectada no entre en proceso
de apoptosis y pueda seguir albergando el virus. Algo
similar sucede con la proteina E7, que se une e induce
la degradacion de la proteina supresora de tumores
pRB con consecuencias similares. Se ha asociado
selectivamente a la proteina E6 y su efecto sobre p53
en la discriminacion de virus de alto riesgo con los de
bajo riesgo, ya que los primeros poseen una proteina
E6 muy activa contra p53, mientras que la E6 de los
virus de bajo riesgo tiene una menor afinidad por p53
y estos casi no tienen efecto sobre ella.!%20

Otra importante caracteristica, usualmente asociada
a los virus de alto riesgo, es que el genoma viral se inte-
gra al genoma de la célula, mientras que en los virus de
bajo riesgo el genoma permanece de manera episomal.
Este proceso de integracion se ha asociado con el paso
de una lesion de alto grado a cancer invasivo. Se ha
reportado que en mas de la mitad de los casos de can-
cer con infeccion VPH 16 y la mayoria con infeccion
por VPH 18 tienen integrado el genoma viral. No se
han identificado de manera especifica sitios en los que
se da la integracion del genoma viral; sin embargo, se
ha detectado que ocurre en sitios fragiles de regiones
de inestabilidad genoémica. En las etapas tempranas de
la infeccion los genes E6 y E7 son reprimidos por la
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proteina E2; empero, cuando el genoma viral se integra
al genoma celular, se interrumpe el gen E2 y se pierde
la sintesis de su proteina y por tal motivo las proteinas
E6 y E7 se incrementan, con lo cual la célula puede ser
transformada, inmortalizada y consecuentemente puede
aparecer el cancer.>!-2!

Clasificacion de los papilomavirus

La clasificacion de los papilomavirus ha sido algo
complicada debido a varios factores. A diferencia de
otros virus, los papilomavirus no generan una res-
puesta inmunitaria humoral consistente, ya sea en
humanos o en otros mamiferos, por lo cual no ha sido
posible desarrollar un sistema de clasificacion por
serotipos, a lo cual se agrega la carencia de modelos
de infeccién celulares o de animales de laboratorio.®?2

Para la clasificacion inicial de los papilomavirus
se toman dos criterios basicos: a) el hospedero, ya
que se trata de virus que son altamente especificos de
especie, y, b) las secuencias genéticas, que permiten
la distincion entre diferentes aislamientos de manera
detallada.® La secuencia mas utilizada para la clasifi-
cacion de los papilomavirus es la del gen L1, que es
altamente conservado, aunque se han utilizado tam-
bién otros genes como E6 y E7. Se establece un nuevo
tipo de papilomavirus cuando las secuencias del gen
L1 varian en mas de 10 % respecto a tipos virales ya
conocidos. Si la diferencia es de 2 a 10 %, se les clasi-
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fica como subtipos virales y si la diferencia es menor a
2 % se definen como variantes virales.>32*

Un hecho importante que puede causar confusion
es que desde el hallazgo de los primeros papilomavi-
rus se empezo6 a utilizar la palabra tipo y un niimero,
para denominar a los diferentes virus descubiertos, lo
cual puede llevar a pensar que un tipo es equivalente
a una especie de papilomavirus.® De acuerdo con la
clasificacion actual en una especie, pueden estar virus
que han sido nombrados como tipos diferentes; por
ejemplo, en la especie virus del papiloma humano 16,
se incluyen los virus tipos 16, 31, 33, 35, 52, 58 y 67.
Este dato puede consultarse en la version en linea de la
clasificacion de los papillomavirus del Comité Inter-
nacional de Taxonomia Viral (http://ictvdb.bio-mirror.
cn/Ictv/fs_papil.htm, con acceso el 24/05/2013).

En resumen, los papilomavirus forman una familia
denominada Papillomaviridae, la cual contiene hasta
el aflo 2013, un total de 170 miembros reconocidos
como papilomavirus humanos.?* Los miembros estan
agrupados en 16 géneros, los cuales son nombrados
con una letra griega como prefijo y con la terminacion
papillomavirus. Por ejemplo: Alphapapillomavirus,
Betapapillomavirus, etcétera. Dentro de cada género
existen las especies; por ejemplo, en el género Alpha-
papillomavirus hay 15 especies, entre ellas el virus de
papiloma humano 16, que, como hemos mencionado,
tiene variedades genéticas que pueden ser nombradas
con un numero diferente.% 3

Desde el punto de vista clinico, los papilomavirus
humanos que infectan la mucosa del tracto genital (los
cuales estan ubicados en el género Alphapapiloma-
virus) han sido divididos en dos grupos: los de bajo
riesgo, que se asocian principalmente con verrugas
genitales benignas y los de alto riesgo, que presentan
un alto potencial oncogénico y son los agentes etiolo-
gicos del cancer cervicouterino.??

En un trabajo multinacional (de nueve paises) en
2003 se analizaron muestras de cancer cervical de 1918
mujeres, con las cuales se propuso la clasificacion epi-
demiolégica de VPH de alto o bajo riesgo, de acuerdo
con la presencia de tipos determinados en las muestras
analizadas.?® Basicamente se propusieron 15 tipos de
VPH como de alto riesgo: (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58,59, 68, 73 y 82); tres tipos como de pro-
bable alto riesgo (26, 53 y 66) y 12 como de bajo riesgo
(6, 11,40,42, 43,44, 54, 61,70, 72, 81 y CP6108).

En un analisis de 2012 se reporta que el VPH tipo
16 es causante del 54.4 % de los casos de cancer cer-

vicouterino en el ambito global, seguido por el tipo 18
con 16.5 %, mientras que los tipos 52, 31, 45,33 y 58
como causantes del 3 al 5 % de los casos.?’

Los virus tipo 16 y tipo 18 son los mejor estu-
diados desde diferentes puntos de vista; por ello, se
cuenta con informaciéon mas detallada de su varia-
cién genética, lo cual ha llevado a su subclasifica-
cion en variantes. Asi, el virus tipo 16 presenta las
variantes europea (E), asiatica (As), asiatico-ameri-
cana (AA), norteamericana (NA), africana-1 (Afl) y
africana-2 (Af2),”® mientras que el tipo 18 presenta
las variantes europea (E), africana (Af) y asiatico-
amerindia (AAI).?

Con el fin de facilitar la nomenclatura de los papilo-
mavirus de importancia médica, se ha creado otra forma
de nombrarlos. Todos los papilomavirus que estan rela-
cionados con cancer se ubican en el género Alphapapi-
llomavirus. Al graficar un arbol filogenético, los virus
constituyentes pueden quedar agrupados en ramas que,
en lugar de ser nombradas como especie, lo cual ya se
menciond en este texto, se pueden numerar progresiva-
mente del 1 al 14, formando grupos que se han nom-
brado como alfa 1 o Al hasta alfa 14 0 A14.2430 Asi,
por ejemplo en el grupo alfa 9 se encuentran los virus
tipo 16, 31, 33, 35, 52, 58 y 67, es decir, que estan ubi-
cados en la especie virus del papiloma humano tipo 16,
como se menciono previamente.

Notas finales

Aunque los virus de papiloma han sido ampliamente
estudiados por su importancia en relacion con la salud
humana, atn falta investigar muchos aspectos de la
estructura, el ciclo replicativo y la patogénesis para
poder enfrentar los problemas que causan. No obs-
tante, también hace falta realizar estudios epidemiolo-
gicos en diferentes poblaciones para definir si existen
mas tipos virales asociados con cancer y también para
definir la clase de vacunas y los tipos virales que debe-
ran contener en el futuro, asi como establecer mejores
formas de identificacion y clasificacion genética de los
virus y su potencial para causar cancer.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han
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La oncoproteina E7 del virus
de papiloma humano y su
papel en la transformacion
celular
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Human papillomavirus E7 oncoprotein and its
role in the cell transformation

Human papillomavirus (HPV) genome codifies proteins with oncogenic
activity, such as E7. Due to its structural characteristics, the E7 protein
may interact with a great variety of cellular proteins. Some of these pro-
teins act as cell-cycle regulators and other proteins function as transcrip-
tion factors. These interactions play an important role in the induction
of mitogenic pathways, in G1/S progression, and the inhibition of cel-
lular differentiation, which increases chromosomal instability. The aim of
this study is to describe the interactions of HPV E7 protein with different
cellular proteins, and their contribution in the development of cervical
cancer.
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1 virus de papiloma humano (VPH) se con-

sidera el agente de transmision sexual mas

comun en todo el mundo. Multiples estudios
han asociado la infeccion causada por el VPH con el
desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU) y lo han
considerado como el principal factor etiologico de este
tipo de céncer.'? La prevalencia del VPH en poblacion
abierta varia de manera importante en distintas partes
del mundo, desde 1.4 % hasta 25.6 %.> Estos valores
se incrementan en mujeres con alteraciones neoplasi-
cas y cancer.'* De hecho, mas del 90 % de los casos de
CaCU estan relacionados con la presencia del VPH.!-2

Los papilomavirus humanos han sido agrupados
de acuerdo con su asociacion con lesiones benignas o
con tumores malignos, en virus de bajo y alto riesgo,
respectivamente. Dentro de los VPH de alto riesgo se
encuentran los tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52,
58, 59, 67, 68 y 70, entre los cuales los tipos 16 y 18
son los de mayor prevalencia en lesiones malignas
de cérvix. Por otro lado, los tipos 6, 11, 13, 44 y 74
se consideran de bajo riesgo, ya que generalmente se
encuentran asociados a lesiones benignas.>*

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae,
que incluye virus relativamente pequefios, sin envol-
tura, con diametro de 55 nm. Tienen una capside ico-
sahédrica formada por 360 copias de la proteina L1 y
12 copias de la proteina L2, que se organizan en 72
capsémeros.®

El genoma del VPH es una molécula circular de
ADN de doble cadena que esta dividida en tres regio-
nes: una region reguladora no codificante, que abarca
cerca del 10 % del genoma y se denomina region larga
de control (LCR; long control region); la region de
genes de expresion temprana (E; early), denominados
asi porque codifican las proteinas no estructurales E1,
E2, E4, ES5, E6 y E7, que se expresan al inicio de la
infeccion y estan involucradas en la regulacion de la
replicacion viral y en la oncogénesis; por ultimo, se
encuentra la region que contiene los genes de expre-
sion tardia (L; late), que codifica las proteinas estructu-
rales L1 y L2, las cuales constituyen la capside viral.b
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El genoma del virus de papiloma humano (VPH) codi-
fica proteinas con actividad oncogénica, entre las que
se encuentra la E7. Las caracteristicas estructurales
de la proteina E7 le confieren la capacidad de inte-
ractuar con una amplia gama de proteinas celulares,
algunas de las cuales actian como reguladores del
ciclo celular y otras como factores de transcripcion. A
través de estas interacciones, la proteina E7 induce

El potencial oncogénico de los VPH de alto riesgo
reside en las oncoproteinas E6 y E7, que son las res-
ponsables de perturbar el control del ciclo celular y de
iniciar la serie de alteraciones asociadas con la trans-
formacion celular.”#

La expresion de los oncogenes virales puede
ser regulada por proteinas celulares y por proteinas
codificadas por el virus, como la proteina viral E2,
que actiia como factor transcripcional. La proteina
E2 forma homodimeros que reconocen de manera
especifica las secuencias palindromicas ACCGNN-
NNCGGT, localizadas en la LCR del genoma viral,
su union a este sitio induce la transcripcion de E6 y
E7.%19 Algunas proteinas celulares pueden favorecer
la transcripcion de genes virales, como es el caso de
la proteina H-ras, que incrementa la transcripcion de
los oncogenes E6 y E7.!!

Las oncoproteinas virales interactiian con diver-
sas proteinas que regulan la expresion genética y
afectan el control del ciclo celular. Dada la impor-
tancia de la proteina E7 del VPH tipo 16 (el tipo mas
frecuente en los tumores malignos de cérvix), en esta
revision se describiran sus caracteristicas estructu-
rales y funcionales mas importantes y su papel en la
oncogénesis.

El gen E7 del VPH tipo 16 codifica para una
fosfoproteina nuclear acida de 98 aminoacidos. La
proteina E7 posee similitud estructural y funcional
con las proteinas transformantes E1A de adenovirus
y el antigeno T de los poliomavirus.'?!3 La proteina
E7 posee tres regiones conservadas (RC1, RC2 y
RC3), nombradas asi por su similitud en secuencia
de aminoacidos con la proteina E1A de adenovirus.
La RCl1 de E7 esta constituida por los residuos 1-15
del extremo aminoterminal. La RC2 esta formada
por los residuos 16-38 y contiene el motivo LXCXE,
que establece interacciones de alta afinidad con la
proteina de retinoblastoma (pRb).'* Finalmente
la RC3 esta constituida por los residuos 39-98 del
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la progresion del ciclo celular de la fase de reposo
(G1) a la de sintesis (S), la iniciacion de la mitosis
y la inhibicion de la diferenciacion celular; ademas,
esta proteina genera inestabilidad cromosémica. La
presente revision tiene como finalidad describir las
interacciones de la proteina E7 del VPH con diferen-
tes proteinas celulares, asi como su contribucion al
desarrollo del cancer cervical.

extremo carboxilo terminal; esta region contiene dos
motivos CXXC, los cuales forman una estructura de
dedo de zinc, lo que le permite actuar como factor de
transcripcion.!3-16

La proteina E7 es estructuralmente dinamica, es
decir, sufre transiciones conformacionales que le per-
miten establecer una serie ordenada de asociaciones
con distintas proteinas que participan en el control
del ciclo celular. El extremo N-terminal es el que le
confiere plasticidad conformacional a la oncoproteina
E7 y el que establece contacto con otras proteinas.! 718
Estas propiedades de transicion y plasticidad de E7
juegan un papel clave en su capacidad para interferir
con diferentes procesos celulares y de esa forma ini-
ciar la transformacion maligna.

Uno de los procesos que dan origen a la transfor-
macion celular es la inhibicion de pRb por la proteina
E7 de los VPH de alto riesgo.!® La proteina pRb man-
tiene un bajo control del ciclo celular, ejerciendo una
accion supresora sobre el factor de transcripcion E2F,
que cuando se encuentra libre promueve la expresion
de numerosos genes involucrados en la progresion de
la fase G1 a la fase S del ciclo celular. La proteina pRb
se une a E2F y forma un complejo (pRb/E2F) que man-
tiene secuestrado este factor de transcripcion durante
la fase G1 del ciclo celular (figura 1). La interaccion
de E7 con pRb conduce a la disociacion del complejo
pRL/E2F, a la degradacion subsecuente de pRb y a la
activacion prematura de E2F, lo que motiva que se
encienda la transcripcion de numerosos genes requeri-
dos por la célula para entrar a la fase S. Entre los genes
activados por E2F se encuentran los que codifican las
ciclinas A 'y E y las cinasas dependientes de la ciclina
(CDK?2). Las ciclinas son proteinas que regulan la tran-
sicion entre distintas fases del ciclo celular debido a su
funcidn como factores de activacion de cinasas.?

Se ha descrito que la proteina E7 es capaz de indu-
cir el marcaje de proteinas con ubiquitina al interac-
tuar con culina 2, una proteina que forma parte del
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complejo ubiquitin-ligasa. La unién de E7 con culina
2 promueve una ubiquitinacion atipica de las proteinas
de la familia de retinoblastoma (pRb, p107 y p130), lo
que conduce a su degradacion en el proteasoma.?!24

No solo la proteina E7 de los VPH de alto riesgo
se une a los miembros de la familia de retinoblas-
toma; también la proteina E7 de VPH de bajo riesgo
es capaz de asociarse con pRb y p130, lo cual provoca
un decremento de involucrina, que es un marcador de
diferenciacion celular, aunque, la afinidad de E7 con
pRD es 10 veces mayor en los VPH de alto riesgo que
en los de bajo riesgo.?

Los cambios en el proceso de diferenciacion de las
células infectadas con VPH son resultado de la union
de E7 con las proteinas de retinoblastoma, pero tam-
bién de la actividad de la cinasa CKIIL2® que desem-

pefia un papel importante en el control de la mitosis y
en la proliferacion celular.?’

Otro blanco fundamental de la oncoproteina E7 de
los VPH de alto riesgo es la proteina Cdc25A. Esta es
una tirosin-fosfatasa que se requiere para la transicion
de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. La Cdc25A
remueve los grupos fosfato que mantienen inhibida la
cinasa dependiente de las ciclinas (CDK2), lo que le
permite entonces formar complejos de activacion con
las ciclinas A y E.?%? La proteina E7 del VPH tipo
16 puede actuar sobre el promotor del gen que codi-
fica Cdc25A para inducir su transcripcion y aumentar
los niveles de la proteina® o puede asociarse y activar
directamente a la proteina Cdc25A o a los complejos
ciclina A/Cdk2 y ciclina E/Cdk2, por medio de sitios de
unioén diferentes a los que utiliza para unirse a pRb.303!
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Figura 1 Papel de la proteina E7 en la alteracion del ciclo celular. La proteina E7 inhibe la formacion de complejos entre
pRb y E2F o disocia los complejos pRb/E2F previamente formados (1). La proteina pRb permanece unida a E7 y es
marcada con ubiquitina para ser degradada en el proteasoma (2). La liberacién del factor de transcripcion E2F activa la
transcripcion de genes que promueven el inicio de la fase S del ciclo celular (3). Entre estos se encuentran los genes
de ciclinas y de las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) (4). Estas cinasas promueven la fosforilacion de numerosos
reguladores del ciclo celular, incluyendo la pRB, que es inhibida (5). La inactivacion de pRB por fosforilacion refuerza la
liberacion del factor de transcripcién E2F y cierra el ciclo de progresion hacia la fase S. La E7 puede activar los comple-
jos ciclinas Ay E/CDK2, ya sea por una interaccién directa con ellos (6) o mediante la activacion de la fosfatasa Cdc25A
que desfosforila a CDK2 y la reactiva (7). La E7 también disocia los complejos formados por los represores p21cipl y
p27kipl, que mantienen secuestrado a CDK2 durante la fase G1 (8); por lo tanto, se incrementa la disponibilidad de esta
cinasa. La unién de E7 con p21 y p27 promueve su degradacion en el proteasoma. Las lineas punteadas indican la ac-
tividad de una proteina sobre otra; las lineas continuas indican los efectos. Los procesos de promocion se sefialan con
flechas (—), los de inhibicién terminan en lineas cortadas. La zona sombreada indica los mecanismos que predominan
en la fase de reposo G1y la zona clara los que inducen el ingreso a la fase 5.
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La E7 también puede inhibir otros factores invo-
lucrados en la regulacion del ciclo celular, lo cual
incluye las proteinas p21°P!' y p275iP!| que reprimen
la accion de Cdk2.3%3 Todo esto concuerda con la
activacion atipica de Cdk2 en células que expresan la
proteina E7 del VPH tipo 16; esta activacion conduce
a la induccidn aberrante de centrosomas supernume-
rarios y a la aneuploidia. La induccion de anormali-
dades en los centrosomas mitoticos se lleva a cabo,
en parte, por la asociacion de E7 con la tubulina-
gama, el regulador del centrosoma, y por la altera-
cién concomitante del ensamblaje de tubulina-gama
en los centrosomas, que conducen a la inestabilidad
cromosomal.3*

Otro represor transcripcional inactivado por E7
es el factor E2F6, un miembro de la familia de los
factores E2F que regula la fase-S.3° Este factor actia
como represor independiente de las proteinas de
retinoblastoma.?%3° La abundancia de E2F6 parece
ser menor en células infectadas con VPH o que
expresan E7.3

Como se mencion6 anteriormente, la proteina E7
del VPH disocia los complejos pRb/E2F, que mantie-
nen reprimido al factor transcripcional E2F durante la
fase G1, pero, una vez disociado, E2F juega un papel
critico en la transcripcion de genes que promueven la
progresion del ciclo celular.

La proteina E7 también interactiia con otras protei-
nas reguladoras de la transcripcion, como las proteinas
de union a caja TATA (TBP) y los factores de trans-
cripcion AP-1y c-Myc. La interaccion de E7 con estos
factores de transcripcion contribuye con el proceso de
transformacion maligna.

El factor transcripcional AP1 representa, junto
con la proteina viral E2, un factor clave, aunque no
unico, para la induccién de la transcripcion de los
genes virales E6 y E7. La LCR de los VPH de alto
riesgo tiene dos sitios de union a AP1, uno locali-
zado en el potenciador (enhancer) y otro en la region
promotora, ademas de sitios de unién a otros factores
transcripcionales. La inhibicion de la interaccion de
AP1 a la LCR reduce la expresion de las proteinas
E6 y E7, y la transformacion maligna de las células
infectadas con VPH.37-3°

La proteina E7 puede interactuar con el factor de
transcripcion AP-1 a través de su dominio tipo “dedo
de zinc”, modulando, entre otras moléculas, la expre-
sién de N-caderina, via MEK-ERK .40

También se ha identificado que la expresion de E7
provoca un incremento en los niveles de c-Myc. La
proteina c-Myc es un factor transcripcional clave en
la progresion del ciclo celular, su proliferacion, meta-
bolismo, transformacién y apoptosis.4!*+3 La proteina
c-Myc es capaz de interactuar y formar complejos
especificos con E7 del VPH tipo 18, promoviendo la
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uniodn de esta proteina al ADN y aumentando la acti-
vidad de transactivaciéon de c-Myc. Se ha reportado
recientemente que la capacidad de union de Myc al
promotor de la transcriptasa inversa de la telome-
rasa aumenta conforme aumenta la concentracion de
E7, y que la proteina E7 del VPH 16 coopera con
la proteina c-Myc para inmortalizar queratinocitos
humanos.** Los resultados encontrados muestran
la importancia del efecto de la interaccion E7/c-Myc
sobre diversas vias celulares que tienen gran impor-
tancia en el desarrollo tumoral.

Como se describe previamente, la oncoproteina
E7 es necesaria para la induccion y el mantenimiento
de la transformacion maligna; el desarrollo de vacu-
nas terapéuticas contra el CaCU ha representado
un reto en la investigacion del cancer. Uno de los
esfuerzos se ha enfocado en el desarrollo de vacunas
capaces de inducir una respuesta inmune especifica
contra las células tumorales. La oncoproteina E7 ha
representado un blanco ideal para el desarrollo de
inmunoterapias mediadas por linfocitos T-citotoxi-
cos. Dado que la proteina E7 es un inductor pobre
de la respuesta T citotoxica, se estan desarrollando
diferentes estrategias en el desarrollo de vacunas que
generen mejores respuestas, como el uso de proteinas
quiméricas con epitopes de la proteina E7 acopladas
a nanoparticulas; la fusiéon de E7 con una subunidad
de la toxina de ricino, o bien el desarrollo de particu-
las semejantes a virus (VLP, por su siglas en inglés)
también han representado una estrategia de vacuna-
cién segura y ambas se han realizado.*6-48

Recientemente mediante analisis protedmico, se
identifico la interaccion de diversas proteinas celula-
res con E7 de 17 tipos distintos de VPH. Este estu-
dio demostr¢ interacciones conservadas entre UBR4/
p600 y E7 de los distintos tipos de VPH, mientras
que ENCI se une especificamente a E7 de VPH 18 y
VPH 45, ambos del género alfa especie.*’

Conclusiones

La oncoproteina E7 de los VPH de alto riesgo ha sido
ampliamente estudiada debido a sus implicaciones
en el desarrollo del cancer cervical. La importancia
de la E7 se confirma por el hecho de que su expresion
es constante en la mayoria de los tumores malignos
positivos al VPH. La flexibilidad estructural de E7 la
hace capaz de unirse a distintas proteinas que actiian
como reguladores transcripcionales, activando o
reprimiendo genes cuyo efecto biologico sera refle-
jado en procesos celulares que contribuyen al desa-
rrollo de la transformacion maligna. Este importante
papel de E7 en la patogénesis de la infeccion por
VPH y en la oncogénesis la convierte en el blanco de
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estrategias terapéuticas para combatir el cancer. En
la actualidad se estudian diferentes formas de inhi-
bir la funcién de la proteina E7 y es probable que a
mediano plazo se encuentren algunos agentes tera-
péuticos que inhiban sus efectos en los pacientes con
cancer cervicouterino.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han
completado y enviado la forma traducida al espafiol de
la declaracion de conflictos potenciales de interés del
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas, y
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Genes associated to cancer

In 2010, in a cancer genes census, 291 genes were enumerated. These
represent near to the 1 % of the total genes, for which there is enough
biological evidence that they belong to a new genes classification, known
as the cancer genes. These have been defined as the causal genes for
sporadic or familiar cancer, when they mutate. The mutation types for
these genes includes amplifications, point mutations, deletions, genomic
rearranges, amongst others, which lead to a protein over-expression,
muting, production of chimeric proteins or a de novo expression. In con-
junction these genomic alterations or those of the genetic expression,
when they affect specific genes which contribute to the development of
cancer, are denominated as cancer genes. It is possible that the list of
these alterations will grow longer due to new strategies being developed,
for example, the genomic analysis.
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ace una década justamente se publico el primer

borrador del genoma humano. En él se enume-

raron cerca de 28 000 genes.l’2 Sin duda ese
fue un hecho trascendente obtenido gracias a la carrera
tecnologica que hubo que desarrollar para culminar
con este borrador. Del catalogo de genes identificados
cerca del 1 % (291 genes) muestra suficiente evidencia
bioldgica de que pertenece a una nueva clasificacion
de genes, los genes del cancer. Estos se han definido
como los genes involucrados en la susceptibilidad, el
desarrollo y la progresion de los distintos tipos de can-
cer, cuando no funcionan de manera normal.’

Los estudios publicados por los doctores H. Varmus
y M. Bishop en la década de los ochenta generaron el
punto de partida para una clasificaciéon de los genes
que se asociaban al cancer. Gracias al conocimiento de
los retrovirus fue posible determinar que dichos virus
contenian secuencias similares a las humanas, las cua-
les eran capaces de generar un crecimiento tumoral.
Gracias a esto fueron acuiiados con el término onco-
genes (lo cual quiere decir genes activos). En su con-
traparte humana, se determind que dichas secuencias
se encontraban funcionando de manera normal, por lo
que se les denomind protooncogenes. Posteriormente
se sabria que dichos protooncogenes podrian sufrir
distintos tipos de mutaciones, lo que provocaba su
activacion molecular, por lo que se convirtieron asi
en los famosos oncogenes celulares. De manera casi
similar sucedié con los llamados antioncogenes, los
cuales “supuestamente” regulaban de manera nega-
tiva a los oncogenes; sin embargo, al sufrir un dafio
genético, como las mutaciones, en especial mutacion
puntual o las deleciones, estos se inactivaban y perdian
asi dicho freno molecular. Posteriormente, estos fue-
ron considerados, dadas sus caracteristicas, como los
famosos genes supresores de tumor.”

Durante muchos afios se han realizado considera-
bles esfuerzos para la identificacion de genes especifi-
cos, o0 “marcadores”, involucrados en el desarrollo del
cancer. Tal es el caso de los genes BRCA1 y BRCA2,
que fueron descritos en la década de los noventa como
genes del cancer de mama y ovario en casos heredi-
tarios y que en la actualidad se han incorporado a la
préctica clinica cotidiana en el diagnostico molecular
en oncologia.5 Lo mismo sucede con el gen ERBB2
(Her2-neu), que se reportd en los ochenta como un gen
del cancer de mama.® Desde entonces, se han realizado
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En el afio 2010, en un censo de genes del cancer,
se enumeraron 291 genes humanos que representan
cerca del 1 % de los genes totales, para los cuales
existe suficiente evidencia biologica de que pertene-
cen a una nueva clasificacion de genes: los genes del
cancer. Estos se han definido como los genes causa-
les de céncer esporadico o cancer familiar, cuando
mutan. El tipo de mutaciones para estos genes del
cancer incluye las amplificaciones, las mutaciones
puntuales, las deleciones, los rearreglos genémicos,

multiples estudios que apoyan la evidencia biologica
de la sobreexpresion de este gen como factor de mal
prondstico en pacientes con cancer de mama; mas aun,
se ha desarrollado una inmunoterapia que mejora sig-
nificativamente el pronoéstico en dichos pacientes.7 De
la misma manera, en los afios recientes se han reali-
zado una gran cantidad de estudios en la identificacion
de nuevos genes del cancer; dichos estudios se han
incorporado cada dia mas en el diagnostico molecular
del cancer. Tal es el caso de la expresion aberrante del
gen CRBP1, que se reportd en el afio 2002 como aso-
ciado a diferentes tipos de cancer, y para el afio 2010,
a partir de la aplicacion de metodologias de analisis
genomico, se le asocié con la sobrevida en pacientes
con cancer de laringe.g’9

En el afio 2010 en un censo de genes del cancer se
enumeraron 291 genes humanos que representan cerca
del 1 % de los genes totales, para los cuales existe
suficiente evidencia bioldgica de que son causales de
cancer esporadico o cancer familiar cuando mutan. El
tipo de mutaciones para estos genes del cancer incluye
los rearreglos gendmicos, las mutaciones puntuales, las
deleciones y las amplificaciones, entre otras (figura 1).3

Amplificacion génica o ganancia de copias
génicas extras

Por ejemplo, en mutaciones de tipo amplificacion
(o ganancia en copias extras del gen) unicamente se
han identificado seis genes del céncer, es decir, que
se encuentran alterados por un mecanismo de ampli-
ficacion génica y como consecuencia hay una sobre-
expresion de los genes AKT2, ERBB2, MYC, MYCL1,
MYCN y REL. Esta pequeiia lista no se debe a que la
amplificacion génica sea un mecanismo poco frecuente
en el cancer, sino, por el contrario, en practicamente
todos los estudios citogenéticos que se han realizado en
células cancerosas, se han observado regiones ampli-
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entre otros, los cuales conducen a una sobreexpre-
sion proteica, silenciamiento, produccién de protei-
nas quiméricas o una expresion de novo. Cuando
afectan genes especificos que contribuyen al desa-
rrollo de un céncer, estas alteraciones gendémicas o
de la expresion génica son denominadas en conjunto
como genes del cancer. Es posible que esta lista
crezca mas debido a las nuevas estrategias que se
estan desarrollando, como, por ejemplo, las de ana-
lisis genémico.

ficadas (anteriormente conocidas como DM o dobles
minutas). Mas bien, esta lista corta de genes amplifi-
cados refleja la dificultad para identificar los genes
especificos asociados con el cancer, localizados en
amplicones (fragmento de DNA amplificado), debido
principalmente a que en estos se suele localizar una
gran cantidad de genes. El término de amplificacion
génica se refiere al incremento en el nimero de copias
adquirido somaticamente de una region especifica del
genoma y que resulta regularmente en una sobreexpre-
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Figura 1 Alteraciones génicas y cambios de la expresion en la célula del
cancer. En A se observan algunas de las alteraciones mas frecuentes en el
material genético en la célula del cancer, como la amplificacion, la pérdida,

la mutacién puntual, la translocacion, los polimorfismos, la metilacion y la
insercion viral. En B se observan los cambios en la expresion génica de la cé-

lula del cancer, entre los que se encuentran: sobreexpresi

on, silenciamiento,

mutacion proteica, proteina quimérica y variacion de la proteina
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sion de los genes localizados en esta region. El meca-
nismo de amplificacion es complejo; entre algunos de
estos tipos de mecanismo se encuentran el corte y la
fusion de fragmentos de cromosomas, la formacion y
la reinsercion de cromosomas DM o la formacion de
agrupamientos de pequefios fragmentos gen(’)micos.10
Los eventos de amplificacion génica incluyen multiples
genes a lo largo de todo el genoma. Sin embargo, la
identificacion dentro del amplicon de un gen del cancer
es insuficiente inicamente con la amplificacion génica,
pues ademas se requiere evidencia de una sobreexpre-
sion en los tumores que tienen algin amplicon en espe-
cifico, asi como la correlacion de la amplificacion o la
sobreexpresion con las caracteristicas clinicas de los
pacientes y, en algunos casos, la investigacion biolo-
gica de la funcion y la eficiencia de drogas contra estas
proteinas sobreexpresadas. La interpretacion de estos
datos también puede ser dificil si mas de un gen pudiera
estar contribuyendo al efecto biologico de un amplicon
o si la identidad de los genes que promueven el tumor
en un amplicon definido genéticamente es diferente en
distintos tipos de cancer.

Para identificar a los genes que promueven el desa-
rrollo del tumor dentro de un amplicon, es necesario
analizar si diferentes tipos de tumores comparten lo
que se conoce como una region minima de amplifica-
cion. Por ejemplo, en el amplicon 2p24, que es comun

para todos los neuroblastomas, se ha identificado al
gen MYCN como un gen del cancer que actia por un
mecanismo de amplificacion génica.11 Sin embargo, no
se puede excluir la contribucion bioldgica de los genes
adyacentes que son coamplificados; por ejemplo, el gen
DDX1 en el amplicon 2p24 que sugiere ser, al igual que
MYCN, un gen del cancer en este mismo arnplicén.I2
Otro ejemplo claro de este fenomeno se presenta
en el cancer de mama esporadico. En este cancer se
encuentra el amplicon 11q13, que contiene los genes
CCND1, EMSY y PAK1 como genes del cancer. La
actividad de la ciclina D1 (CCND1) es requerida para
la transicion G1/S en el ciclo celular, de tal manera
que al sobreexpresarse se promueve la proliferacion
celular; la proteina EMSY suprime la actividad de
BRCA2 que es crucial para la reparacion del DNA; y
la cinasa PAK1 regula la movilidad celular y en pro-
ceso de apoptosis su actividad debe ser inhibida, por
lo que al ser sobreexpresado las células dafiadas no
pueden llevar a cabo la apoptosis de manera normal.
La sobreexpresion de estas proteinas conduce a una
transformacion celular que tiene el amplicon 11q13
en el cancer de mama esporeidico.13 Algunas prue-
bas moleculares para identificar especialmente genes
amplificados que contribuyan al desarrollo de un can-
cer son efectivas cuando se dirigen farmacos especi-
ficos contra estas proteinas sobreexpresadas. Esto ha
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Figura 2 Amplificacion de HER-2/neu en cancer de mama. La amplificacion y sobreexpresion de este gen ha permitido
el disefio de anticuerpos dirigidos que mejoran el prondstico del paciente
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sido demostrado con la administracion del anticuerpo
trastuzumab para el tratamiento de cancer de mama
metastasico en aquellas pacientes que sobreexpresan
el receptor ERBB2. El trastuzumab, combinado con
quimioterapia, mejora sustancialmente el pronostico
de las pacientes, comparado con la quimioterapia ini-
camente. La efectividad de este tratamiento depende
de la identificacion del gen ERBB2 amplificado,
mediante un ensayo de inmunohistoquimica o hibrida-
cion in situ fluorescente y de esta forma se selecciona
a las pacientes para la administracion de este farmaco,
llevando a un tratamiento mas individualizado (medi-
cina gendmica) (figura 2).28

Este ejemplo demuestra la importancia en la iden-
tificacion de los genes del cancer, dado que de esta
forma es posible disefiar tratamientos dirigidos que
mejoren sustancialmente la calidad de vida de los
pacientes oncologicos, para lo cual resulta esencial,
ademas de identificar los genes del cancer, describir
sus mecanismos de accion.

La correlacion entre genes amplificados y el pro-
noéstico del paciente no es a menudo llevada a cabo,
debido principalmente a la dificultad para darle segui-
miento. Sin embargo, tales correlaciones pueden ser
utilizadas para determinar si un evento de amplifica-
cion esta implicado en el futuro clinico del paciente.
Con la introduccién de los microarreglos de CGH
ahora es posible delimitar genes especificos dentro
de un amplicon y realizar un mejor prondstico del
paciente (tiling array). Por ejemplo, un analisis de
muestras en tumores de Wilms identificé al amplicon
1925.3 asociado a un mal pronoéstico en estos pacien-
tes.”? Existen diferentes técnicas en citogenética,
utilizadas para el estudio de regiones amplificadas o
desbalances cromosomicos. Una de estas metodolo-
gias es la hibridacion gendémica comparativa (CGH,
de comparative genomic hybridization). Esta técnica
de citogenética molecular se desarrollé a principios
de los noventa y ha sido ampliamente utilizada para
el andlisis de desbalances cromésomicos en diver-
sos tipos de tumores. Con esta metodologia se puede
analizar en un solo experimento todo el genoma del
tumor y conocer los cambios a nivel cromdsomico en
relacion con pérdidas, ganancias o amplificaciones de
material cromdésomico. Sin embargo, esta técnica pre-
senta algunos problemas al limitar su resoluciéon a 10
Mpb (10 millones de pares de bases) y no detectar alte-
raciones a nivel génico, aunque esto ha sido resuelto
con el desarrollo de una técnica denominada CGH en
microarreglos. En ella no se utilizan metafases, sino
una formacion de clonas arregladas en superficies de
vidrio o silicon. La resolucion de esta técnica puede
llegar a nivel génico e incluso en la secuencia de DNA
y el analisis final no requiere del cariotipado conven-
cional, sino de un analisis directo mediante el uso de
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un escaner especial para el microarreglo que se utilice
acoplado a un programa informatico. 15 El desarrollo
de la tecnologia de microarreglos ha servido como una
herramienta util para el estudio molecular del cancer.
Con esta tecnologia ha sido posible identificar genes
especificos que sufren de cambios en su niimero de
copias dentro de un amplicon, con lo que ahora es
posible identificar posibles genes del ce’lncer‘16

Sobreexpresion proteica

Cabe mencionar que los genes que contribuyen al
desarrollo del tumor también pueden estar sobreex-
presados por diferentes mecanismos en la ausencia
de amplificaciéon de DNA. Un ejemplo lo tenemos
en el gen MDM2 en los sarcomas humanos. Este gen
codifica para la proteina MDM2, la cual actua como
un regulador negativo de P53, de tal manera que al
encontrarse sobreexpresado inhibe la accion del gen
supresor de tumor P53."" Otro ejemplo se presenta en
el gen KIT (4q12), que puede ser activado al igual que
MDM2 por mutaciones puntuales en el tumor de las
células germinales testiculares. Este gen codifica para
un receptor de factor de crecimiento de células proge-
nitoras, por lo que su sobreexpresion en células germi-
nales conduce a una proliferacién.18 Las mutaciones
y amplificaciones representan mecanismos diferentes
para la activacion de los genes y generalmente son dos
eventos excluyentes.

Mutaciones puntuales

Las mutaciones puntuales son ampliamente encontra-
das en el gen P53 (gen maestro o guardian del ciclo
celular, denominado asi por la revista Science en
1993), en una gran cantidad de cénceres humanos."
Este gen se localiza en la region 17p13 y codifica para
un factor de transcripcion nuclear que resulta esencial
para inducir la respuesta de la célula ante el dafio al
DNA, por lo que desempefia un papel importante en
la apoptosis y el ciclo celular. Un P53 defectuoso per-
mite que las células dafiadas proliferen, dando como
resultado el cancer o, de otra manera, marcando a
las células para su muerte celular. Por ejemplo, se ha
descrito que hasta el 50 % de los canceres humanos
presentan mutaciones en este gen; tal es el caso de las
mutaciones G>T en los codones 157, 158, 245, 248,
249y 2737

Un interés especial y afortunadamente poco fre-
cuente son las mutaciones puntuales heredadas que
pueden predisponer al cancer y como ejemplo tene-
mos las mutaciones heredadas en la cinasa 4 depen-
diente de ciclina (CDK4). Otro ejemplo que en mucho
rompe la regla “un gen, una enfermedad” lo encon-
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Figura 3 Penetrancia de la mutacion C634Y RET. Seguimiento de una familia con mutacion heredada en el oncogen
RET. El cambio en un solo amino&cido predispone al cancer medular de tiroides (tomado de Beatriz Gonzéalez et al.)?°

tramos en el clasico oncogen RET, relacionado con el
cancer medular de tiroides esporadico y hereditario;
sin embargo, alteraciones en este gen, como las trans-
locaciones, también pueden asociarse a cancer papilar
de tiroides. En un estudio de seguimiento de una fami-
lia afectada por cancer hereditario medular de tiroides
se confirm¢ la mutacién de C634Y RET, que predispo-
nia a una alta penetrancia de la enfermedad a temprana
edad (figura 3).20

Rearreglos genémicos

En cuanto a las mutaciones de tipo rearreglo genémico,
la mas comun es la translocacion cromosdmica. En este
tipo de mutacion, parte de dos cromosomas intercam-
bian sus posiciones, lo cual da como resultado la pro-
duccion de una proteina quimérica, la sobreexpresion de
un gen y la pérdida de la funcion de otro gen. El ejem-
plo clasico ampliamente documentado es el cromosoma
Filadelfia, también llamado translocacion Filadelfia,
que se encuentra hasta en el 95 % de los casos de leu-
cemia mieloide cronica. Esta anormalidad afecta a los
cromosomas 9q34 y 22ql1, es decir que la region q34
del cromosoma 9 se fusiona con la region q11 del cro-
mosoma 22. El resultado es la fusion del gen BCR del
cromosoma 22 con el gen ABL del cromosoma 9 (figura
4). Dado que la funcion de ABL es unir grupos fosfatos
a residuos de tirosina, la fusion resultante de BCR-ABL
permanece activa continuamente, sin necesidad de otras
proteinas reguladoras, lo que a su vez activa otras pro-
teinas controladoras del ciclo celular, ademas de inhibir
la reparacion del DNA, causando inestabilidad geno-
mica. Este fenomeno fue descubierto y descrito en 1960
por Nowell y Hungerford, un par de investigadores de
Filadelfia (origen del nombre de la alteracion genética),
y mas tarde la doctora Janet Rowley identificé la trans-

o i . 1126
locacion genética como el origen de la anormalidad.

Deleciones o pérdidas

Una mutacion de tipo delecion es frecuente encon-
trarla en el gen DCC hasta en un 70 % del cancer de
colon. Este gen se localiza en la region 18q21 y codi-
fica una proteina que tiene propiedades de adhesion
celular, por lo que al estar alterado aumenta su capa-
cidad de adhesion o invasion (figura 5). Las pérdidas
alélicas se asocian a una mayor tasa de metastasis y a
una menor esperanza de vida.”’

Criterios utilizados para identificar los genes
del cancer

Existen diferentes criterios utilizados para hacer una
clasificacion de los genes del cancer. Una de las cla-
sificaciones moleculares se basa en el tipo de muta-
ciones que presentan: mutaciones dominantes (esto es,
que se necesita que un solo alelo sea mutado) o muta-
ciones recesivas (es decir que se necesita que los dos
alelos estén mutados). En este sistema se clasifica a los
genes a partir de su capacidad para promover o inhibir
el crecimiento celular y el tipo de mutacion requerido
para la activacion o inhibicion de estos genes. De esta
manera se denomind como oncogenes a los genes
que tenian la capacidad de promover el crecimiento
celular descontrolado, una vez que se activaban estos
genes por diferentes tipos de mutaciones. La activa-
cion de estos genes se genera de manera dominante; es
decir, la mutacion inicamente puede afectar a un alelo
para afectar la expresion. El otro grupo de genes del
cancer se denomin6 como genes supresores de tumor,
los cuales tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
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celular y son activados por mutaciones recesivas; es

decir, ambos alelos tienen que mutar para inhibir la
., 29 :

expresion de estos genes.” Recientemente se ha rea-

lizado una clasificacion de los genes del cancer en cua-

tro clases (I-IV) y a partir de los siguientes criterios:

* Que exista una correlacion clinica, es decir, que la
expresion del gen mutado se asocie con el resul-
tado clinico.

* Que se tenga el conocimiento de los genes que par-
ticipan en sus vias de control y que estos sean afec-
tados por la accion del gen del cancer.

* Que se tenga la evidencia biologica, es decir que
experimentos in vivo o in vitro demuestren el
efecto biologico del gen mutado al ser bloqueado
mediante diferentes mecanismos, como el uso de
siRNAs, farmacos especificos u otros.

* Que se cuente con estudios en animales, es decir,
que existan experimentos en modelos animales en
los que se controle el efecto de la sobreexpresion
de los genes mutados.

Con base en estos criterios se han definido apro-
ximadamente 200 genes dentro de la clase IV, que
corresponden esencialmente a resultados de estudios
genomicos; 62 genes dentro de la clase III; 12 genes
en la clase II, y seis genes en la clase 1’ Los anali-
sis gendmicos, como los microarreglos de expresion
génica, el analisis en serie de la expresion génica
(SAGE) y los microarreglos de CGH han ampliado el
numero de genes potenciales del cancer; por ejemplo,
Nikolosky et al. identificaron 1747 genes amplifica-
dos, organizados dentro de 30 amplicones en mues-
tras de cancer de mama. De esta lista se buscaron los
genes que han sido reportados por sufrir alteraciones
por otros mecanismos (mutaciones puntuales, translo-
caciones, etcétera) en el mismo tipo de cancer. Este
estudio identifico nueve genes pertenecientes a la
clase III con los criterios antes mencionados.?® Dados
estos resultados, es de esperar que en los proximos
afios aumente el nimero de genes del cancer.

Formas de adquisicion de las mutaciones en
los genes del cancer

Existen dos vias de adquisicion de mutaciones en
los genes del cancer: las mutaciones somaticas,
adquiridas por exposicion a factores ambientales y
las mutaciones transmitidas a través de la linea ger-
minal, que dan como resultado susceptibilidad al
cancer. Por fortuna, aproximadamente el 90 % de
los genes del cancer muestra mutaciones sométicas,
mientras que el resto presenta mutaciones de la linea

germinal 3!
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Figura 4 Translocacion y delecion en la célula del cancer. A) Translocacion del
cromosoma 9q34-22q11 en leucemia (cromosoma Filadelfia). Esta transloca-
cién conduce a una proliferacion celular. B) Delecion del gen DCC en cancer
de colon. La pérdida de este gen promueve la metastasis e invasion. Ambos

tipos de alteraciones conducen a un mal pronéstico de sobrevida en los

pacientes

Cuando las mutaciones somaticas ocurren en genes
que regulan la proliferacion, la diferenciacion, la
muerte celular o la reparacion del DNA, la célula es
transformada y puede conducir a un céncer. Se sabe
que las mutaciones somaticas suceden aleatoriamente
en las células normales; sin embargo, la mayoria se
presentan como mutaciones pasajeras o que no le
confieren a la célula ninguna ventaja de crecimiento
clonal y ademas el sistema de reparacion actua, de
manera que la mayoria de estas mutaciones no condu-
cen a un fenotipo canceroso. Sin embargo, cuando se
incrementa la tasa de mutaciones somaticas, se incre-
menta la probabilidad de que estas mutaciones no
puedan ser reparadas o que el sistema de reparacion
también sea afectado, lo que conduce a una transfor-
macién de la célula.?!

En general, el espectro de neoplasias que se
encuentran asociadas a mutaciones en la linea germi-
nal de un gen en particular es similar al reportado con
mutaciones somaticas. Sin embargo, hay notables
excepciones a esta regla; por ejemplo, las mutaciones
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Figura 5 Genes del cancer. Los genes del cancer se encuentran distribuidos en practicamente todo el genoma (modificado de Santarius et al.)3
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somaticas en el gen TP53 se encuentran en mas de
la mitad de los canceres colorrectales, en los que las
mutaciones en la linea germinal no parecen ser una
causa de predisposicion a este tipo de cancer. Los
genes con mutaciones en la linea germinal que cau-
san predisposicion a cancer muestran muy poca tasa
de mutacion somatica en canceres esporadicos, como
en los genes BRCA1 y BRCA2 en cancer de mama.
La razén de estas diferencias entre los tumores con
mutaciones somaticas y los tumores que se encuen-
tran asociados a mutaciones de la linea germinal son
desconocidas.?!

Estrategias metodoldgicas para identificar
genes del cancer

Originalmente (en las décadas de los ochenta y
los noventa) se identificaban los genes del cancer
mediante la metodologia molecular de clonacion
posicional sin ninguna hipoétesis previa de su funcion
biologica; esta metodologia es lenta y laboriosa. Con
esta estrategia, los genes del cancer son localizados
como una pequena parte del genoma y se determina
si tienen mutaciones. Las primeras pistas posiciona-
les han sido diversas e incluyen los rearreglos en los
cromosomas que son visibles en la metafase de célu-
las neoplasicas. El cambio en el nimero de copias en
el DNA de las células tumorales y la susceptibilidad

de los genes al cancer se han estudiado mediante ané-
lisis genético de ligamiento, en familias con muchos
casos de céancer.

Asimismo, los genes del cancer han sido detecta-
dos a través de ensayos biologicos. El ejemplo mas
notable ha sido el ensayo de transformacion de la
linea celular NIH-3T3, en el que el DNA humano que
ha sido transformado es introducido en una linea de
fribroblastos de raton. Esta linea incorpora algunos
genes del cancer humano que estan mutados y adquie-
ren el fenotipo transformado.?* El resto de las muta-
ciones en los genes han sido identificadas a través del
analisis de posibles candidatos basados en los patro-
nes bioldgicos conocidos de las células tumorales. Sin
embargo, esto solo ha sido en un pequefio nimero de
genes del cancer.

Determinar el posible papel de un gen en un tipo
de cancer se hace sin duda alguna mediante el uso de
diversas metodologias. Asi, algunas metodologias son
utilizadas para dilucidar la importancia biologica de
genes especificos que son importantes para el desarro-
1lo tumoral. E1 RNA corto de interferencia (siRNA) es
utilizado para bloquear la expresion de genes amplifi-
cados y sobreexpresados en lineas celulares.?® Tales
experimentos proveen los resultados funcionales de
los genes involucrados en el desarrollo del cancer in
vitro, por lo que suelen ser cuidadosamente interpre-
tados. Estudios de siRNA en lineas celulares de can-
cer de mama con el amplicon 17q12 muestran que el

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5178-87

gen ERBB2 y los genes adyacentes coamplificados G
GRB7 y STARD3 contribuyen de la misma manera
al efecto bioldgico de este amplicon.2* Experimentos
analogos in vitro, mediante el uso de drogas dirigidas
especificamente a los productos génicos amplificados,
han demostrado para el caso del gen MET que Uni-
camente inhiben el crecimiento en lineas celulares de
cancer gastrico que contienen el amplicon 7q31, que
es donde se encuentra este gen.?’

Este problema pudiera explicar en mayor medida el
“cuello de botella” para definir la asociacion de un gen
con un cancer. Es decir, cada vez se hace mas evidente
que en el cancer no existe un marcador especifico. Hay
excepciones, por ejemplo, el cromosoma Filadelfia
en leucemias de tipo mieloide cronica (95 % de los
casos), el oncogén RET en cancer medular de tiroides
(100 %) y el gen supresor DCC en céancer de colon
(70 %). Otra posible explicacion es que las actuales
metodologias no son tan eficaces para definir un nuevo
gen del cancer.26?7

Dominios de proteinas codificadas por los
genes del cancer

Actualmente existen mas de 2600 clases de dominios
de proteinas reportadas en Pfam (una base de datos
de las familias de dominios de proteinas) que estan
codificadas por genes en el genoma humano. De
esos dominios, 221 son de proteinas codificadas por
genes del cancer. Un analisis posterior reveld que al
menos 11 dominios de la base de datos Pfam estan
claramente sobreexpresados entre las proteinas que
son codificadas por genes del cancer. Estos incluyen
los dominios de cinasas de proteina, dominio bromo,
asa de doble hélice (hélix-loop-helix), homeobox, pro-
teina de unién a DNA carboxilo terminal, PAX, hidro-
lasa de prolina, MMR, ATPasa, amino terminal MYC
y AF-43

El dominio mas comun que estd codificado por
los genes del cancer es la cinasa de proteinas y tam-
bién es el dominio para el que existe mayor evidencia
de sobreexpresion. Existen 27 genes del cancer que
codifican para estos dominios, en lugar de los seis
que serian de esperar en una seleccion al azar en el
mismo numero de genes del conjunto de genes huma-
nos. La mayoria de genes que codifican para estas
proteinas muestran mutaciones somaticas en cancer;
sin embargo, también existen algunas que presen-
tan las mutaciones en la linea germinal y que tienen
asociacion con el cancer, como sucede con los genes
MET, KIT, STK11 y CDK4. Otra caracteristica de
estos genes es que presentan mutaciones dominan-
tes a nivel celular. Sin embargo, también existe una
minoria que actiia de manera recesiva a nivel celular,
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como los genes del cancer ATM, STK11 y BMPRIA,
que son inhibidos por mutacion. Las mutaciones en
estos genes se encuentran principalmente en los
tumores epiteliales y en menor medida en leucemias,
linfomas y tumores mesenquimales. Las mutacio-
nes que acttian de forma dominante en estos genes
son del tipo de amplificacion génica, sustitucion de
bases y deleciones; por ejemplo, en los genes FTL3
y EGFR. Las dos principales cinasas de proteinas
que se sobreexpresan en los genes del cancer son las
cinasas de tirosina y las cinasas de treonina-serina,
de las cuales las cinasas de tirosina se encuentran en
un cuarto de todas las cinasas de proteina conocidas
y dos tercios de las cinasas de proteina codificadas
por los genes del céncer.>*

Después de las cinasas de proteinas, los dominios
Pfam mas sobrerepresentados son los que se expre-
san de manera constitutiva en las proteinas que estan
implicadas en la regulacion transcripcional, como los
dominios HLH, ETS, PAX, homeobox, MYCN, bromo-
domain, AF-4y PHD.

El ultimo grupo de dominios que estan sobreexpre-
sados entre los genes del cancer estan asociados con
el mantenimiento y la reparacion del DNA (dominios
MMR y de ATPasa). Estos genes del cancer gene-
ralmente actian en forma recesiva a nivel celular y
frecuentemente se presentan como mutaciones germi-
nales que resultan en la predisposicion al cancer. Por
lo tanto, una gran proporcion de genes mutados en la
linea germinal que causan la predisposicion al cancer
estan involucrados en el mantenimiento y la repara-
cion del DNA.

Existen otros dominios Pfam que estan frecuen-
temente codificados por genes del cancer y que no
necesariamente estan sobreexpresados. Por ejemplo,
10 genes del cancer codifican los dominios de dedos
de zinc (C2H2), los cuales estan implicados en la
unién al DNA vy la regulacion transcripcional. Sin
embargo, los dedos de zinc son un motivo comun y
es este el nimero que se espera en una seleccion al
azar. Ciertos dominios Pfam estan poco representa-
dos entre los genes del cancer, por ejemplo, solo un
gen del cancer codifica para un dominio transmem-
branal parecido a la rodopsina, la cual forma parte
de una gran familia de receptores acoplados a protei-
nas G (GPCR), que responden a una gran variedad
de sefiales. Su baja representacion entre los genes
del cancer es sorprendente, dada la sobrerepresen-
tacion de las cinasas de proteinas, como dos grupos
de proteinas que estan involucradas en la transduc-
cion de sefales. Sin embargo, los resultados indican
que las conexiones metabdlicas normales de muchos
GPCR no influyen sustancialmente en el proceso de
proliferacion celular, diferenciacion y muerte, que
son la base del cambio neoplasico.?’
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Conclusiones

Existen anormalidades recurrentes en el ndmero de
copias en practicamente todos los tipos de tumores
humanos, para los cuales el gen blanco ya ha sido
identificado y podria haber genes con variantes en la
secuencia germinal que confieran un riesgo adicional
de cancer (genes de susceptibilidad a cancer). Las estra-
tegias convencionales, como la clonacién posicional,
podrian pasar por alto muchos genes mutados del can-
cer, simplemente porque no tienen el panorama general
de las mutaciones en el genoma completo. En cambio,
con nuevas estrategias de analisis global, ahora se han
identificado desde genes con cambios en su nimero de
copias, hasta genes con cambios en la expresion. Enton-
ces, es probable que alin falten genes del cancer por
identificar, los cuales podrian ser identificados ahora
con la disposicion del genoma humano completo.

A la fecha se tiene identificado aproximadamente
1 % de los genes del genoma humano como genes del

cancer (figura 5). Aplicando diferentes criterios en
la identificacion de estos genes, se han identificado
menos de 300 candidatos. Es posible que esta lista
aumente debido a las nuevas estrategias que se estan
desarrollando, como la pirosecuenciacion, la secuen-
ciacidon SNAPShot, etcétera.
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The role of developmental HOX genes in cervical
cancer

Cervical cancer (CC) is a multifactorial disease associated to genetic,
environmental and epigenetic factors, being the infection by human pap-
illomavirus the main etiologic agent. Additionally, the alteration in the
expression of transcription factors has been considered of importance
for the development of this tumor. HOX genes encode a group of tran-
scription factors involved in cellular proliferation and differentiation pro-
cesses during the development of embryonic structures in vertebrates;
their aberrant expression is associated with tumorigenesis and metasta-
sis. A range of evidence suggests a role for HOX genes in the develop-
ment of cervical neoplastic cell. Studies in CC cell lines, primary tumors
and premalignant lesions have suggested the involvement of HOXAL,
HOXCS5, C6, C8 and C10, HOXD9 and HOXD13 in the process of cervi-
cal carcinogenesis. Also, the de novo expression of genes HOXB2, B4,
B13 and HOXC11-C13 appears to be involved in the process of malig-
nant transformation of cervical epithelial cell. These data would allow to
open a field in search of new molecular markers in cervical cancer and
the development of new therapeutic strategies for this malignancy.
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Cancer cervicouterino

En la actualidad, el cancer es una de las enfermedades
mas frecuentes a nivel mundial, y una de las principa-
les causas de decesos en la poblacion, pues tan solo en
nuestro pais es la segunda causa de muerte.! El cancer
no se origina por una sola causa, ya que en su genera-
cion operan multiples factores; por eso se dice que es
una enfermedad multifactorial, lo cual lo convierte en
un serio problema de salud publica (a nivel internacio-
nal y nacional) que puede afectar a cualquier tipo de
persona en cualquier etapa de la vida.

El cancer es el resultado de la acumulacién de
multiples alteraciones en genes que regulan el cre-
cimiento celular, la division celular, la proliferacion,
etcétera, entre otras, las cuales traen consigo otras
alteraciones morfoldgicas y metabdlicas en las célu-
las que las presentan.

Especificamente, el cancer cervicouterino (CaCU)
y sus lesiones precursoras son un problema que afecta
a la poblacion femenina y cada vez es mas frecuente
en mujeres que han iniciado su vida sexual con una
edad menor a los 18 afios, las cuales se caracterizan en
su mayoria por tener multiples parejas sexuales, uso
indiscriminado de anticonceptivos hormonales, inade-
cuados habitos higiénicos, multiples embarazos, abuso
de drogas, infecciones de transmision sexual, princi-
palmente por el virus del papiloma humano (VPH) y
una nula revision ginecologica de rutina.

El CaCU se inicia probablemente con lesiones pre-
malignas, denominadas también como neoplasias intrae-
piteliales cervicales, y los virus de papiloma humano o
VPH son considerados los principales agentes etiolo-
gicos de lesiones premalignas y tumores invasores del
cérvix humano.? Sin embargo, el desarrollo del cancer
cervical es un proceso multifactorial que no puede ser
explicado simplemente por la sola infeccion con tipos
especificos de VPH. Eventos como la alteracion en la
expresion de factores de transcripcion pudieran consti-
tuir pasos adicionales en la carcinogénesis cervical.

Biologia de los genes HOX
En la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster)

existe un grupo de genes denominado complejo homeo-
tico o HOM-C que contiene a los grupos de genes Ante-
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El cancer cervicouterino (CaCU) es una enferme-
dad multifactorial que se asocia a factores genéticos,
ambientales y epigenéticos, y cuyo principal agente
etiolégico es la infeccion por el virus del papiloma
humano. Ademas, la alteracion en la expresion de
factores de transcripcion ha sido considerada de
importancia para el desarrollo de esta neoplasia. Los
genes HOX codifican un grupo de factores de trans-
cripcion que participan en los procesos de prolifera-
cién y diferenciacion celular durante el desarrollo de
las estructuras embrionarias en los vertebrados; y su
expresion aberrante ha sido asociada con oncogéne-
sis y metastasis. Una serie de evidencias sugiere un

napediay Bitérax.># Estos genes homeoticos participan
en el desarrollo de los segmentos individuales a lo largo
del eje anteroposterior del embrion de la mosca. Los
genes Antenapedia controlan la identidad de los seg-
mentos de la cabeza y torax del embrion, mientras que
los genes Bitorax controlan los segmentos del torax y
abdomen (figura 1). Los genes homeoticos de la mosca
de la fruta tienen sus contrapartes en los mamiferos y
son conocidos como genes HOX.5

Estos genes juegan un papel fundamental durante
el desarrollo embrionario; constituyen una familia de
factores de transcripcion que controlan el patron de
formacion anterior-posterior y participan en procesos
de proliferacién y diferenciacion celular.*’” Los genes
HOX contienen una secuencia de 183 pares de nucled-
tidos denominada homeobox, que codifica para una pro-
teina de 61 aminoacidos, denominada homeodominio.

El homeodominio de los genes HOX es capaz de
unirse a secuencias especificas de DNA en sus genes
blanco® y regular su expresion. Las homeoproteinas
(aquellas que contienen homeodominio) pueden por
lo tanto actuar como factores de transcripcion.

Desde su descripcion inicial, 39 genes Hox han
sido identificados en mamiferos y clasificados en cua-
tro grupos denominados A, B, C y D° (figura 1). Estos
genes se localizan en los humanos, en las regiones
cromosomicas 7pl15.3, 17q21.3, 12q13.3 y 2q31, res-
pectivamente.!%!! Cada grupo HOX contiene entre 9 y
11 genes alineados en 13 grupos paralogos de acuerdo
con la similitud de sus secuencias nucleotidica y ami-
noacidica y su posicion dentro del cromosoma (figura
1). El ordenamiento de los genes dentro de cada
complejo HOX es esencialmente el mismo que el del
complejo HOM de Drosophila, lo cual sugiere que los
cuatro grupos completos de los vertebrados se origi-
naron por duplicaciones de un solo complejo primor-
dial, el cual ha preservado su organizacion basica.!>¢

En humanos (HOX) y ratones (Hox), estos genes
participan en el control de la diferenciacion de estruc-
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papel importante para los genes HOX en el desarrollo
neoplasico de la célula cervical. Estudios realizados
en lineas celulares de CaCuU, lesiones premalignas y
tumores primarios han sugerido el involucramiento de
HOXA1, HOXC5, C6, C8 y C10, HOXD9 y HOXD13
en el proceso de carcinogénesis cervical. Asimismo,
la expresion de novo de los genes HOXB2, B4, B13 y
HOXC11-C13 parece estar involucrada en el proceso
de transformacién maligna de la célula del epitelio
cervical. Estos datos permitirian abrir un campo en la
busqueda de nuevos marcadores moleculares en can-
cer cervical y en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas para atender esta neoplasia.

turas a lo largo del eje rostro-caudal del embrion y
su expresion es regulada bajo las reglas de colinea-
ridad espacio-temporal, coincidiendo con su posicion
a lo largo del cromosoma; es decir, los genes locali-
zados en el extremo 3’ del cromosoma son expresa-
dos tempranamente en las estructuras mas anteriores
del cuerpo del embridn, mientras que aquellos genes
localizados en el extremo 5° del cromosoma se expre-
san tardiamente en las regiones mas posteriores del
embrién (figura 1).* De esta manera, los genes 5’
(paralogos 9-13) estan involucrados en la diferencia-
cion de las estructuras genitourinarias de la region
lumbo-sacra.

Ademas de las estructuras embrionarias, los genes
HOX se expresan en diversos tejidos adultos, donde
al parecer estan implicados en una variedad de rutas
bioldgicas que incluye homeostasis, diferenciacion
celular y el mantenimiento de la funcién organica;'3
sin embargo, su papel no ha sido totalmente definido.

Genes HOX y cancer humano

Los genes HOX han sido involucrados también en
procesos neoplasicos; de hecho, la expresion abe-
rrante de los HOX esta tipicamente asociada con
oncogénesis y puede variar de acuerdo con el tipo
histolégico y la etapa de progresion de la neoplasia,
incluida la metéstasis. Diferentes tipos de cancer
muestran distintos cambios en la expresion de los
HOX, ya sea por un incremento de expresion cuando
usualmente esta es baja en los tejidos normales, o
como una expresion de novo cuando no existe en los
tejidos sanos.!* Numerosos estudios han demostrado
la expresion desregulada de genes HOX en cancer
de distintos tejidos humanos, incluidos pulmon,
prostata, mama, colon, vejiga y tiroides,'> asi como
cancer de ovario. En resumen, se sugiere que algunos
genes HOX pueden ser clave en etapas especificas

Resumen
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Figura 1 Organizacién genémica y similitud del J(;omplejo HOM de Drosophila'y
los grupos HOX de humano. Representacion esquematica del complejo homeo-
tico de Drosophila (HOM-C), los cuatro cluster HOX de humano y un hipotético
complejo homeotico ancestral son mostrados con sus posibles relaciones filo-
genéticas. Cada columna de genes indica la correspondencia, basada sobre la
homologia de la secuencia del homeobox, entre el complejo HOM y los cuatro
grupos HOX de los mamiferos. Los nimeros del 1 al 13 indican los genes para-
logos identificados hasta el momento. Los numeros entre paréntesis indican los
cromosomas sobre los cuales estan localizados los grupos HOX en el humano.
Cada gen es representado por un cuadro coloreado. Los dominios de expresion
de los genes HOM/HOX son esquematizados en la mosca y en el SNC de un
feto humano (extrapolado de datos en el ratén). Cada color en los cuadros
describe el dominio de expresion de cada grupo HOX en el eje antero-posterior
(tomado y modificado de Mark et al).>

lab = labial; pb = proboscipedia; Df = Deformed; Scr = Sex combs reduced; Antp = an-
tennapedia; U = Ultrabithorax; abd-A = abdominal-A; Abd-B = Abdominal-B

de diferenciacion celular o en el mantenimiento de
células diferenciadas y que la desregulacion de estos
puede ser importante en la transformacion celular o
en la progresion tumoral.'®

Genes HOX en el desarrollo y mantenimiento
de estructuras genitourinarias femeninas

El desarrollo y el mantenimiento de la identidad celu-
lar son vitales para la funcion de los tejidos adultos
y la clave para lograrlo es el establecimiento de un
estado transcripcional celular estable. La adecuada
regionalizacion del tracto reproductor femenino para
dar identidad al cérvix, al tero y a la vagina se vale de
una fina homeostasis entre moléculas de sefializacion
y factores de transcripcion; y los genes HOX juegan
un papel crucial en este aspecto.

Como se menciond con anterioridad, la disposi-
cion de los diferentes genes HOX en el cromosoma
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determina la expresion espacio-temporal que estos
tendran a lo largo de los segmentos del embrion en
los organismos, de tal forma que, para el caso de las
estructuras genitourinarias, los miembros HOX invo-
lucrados son aquellos localizados en el extremo 5°, es
decir, aquellos que tienen su expresion en forma tar-
dia y en la region caudal. En este sentido, los genes
paralogos 9 al 13 (del tipo Abdominal-B o Abd-B)
son los que estan implicados en el desarrollo de las
estructuras que daran origen a los organos finales.
Segiin Taylor et al.!” se presenta un eje coordinado
y conservado del cual se desarrolla el sistema repro-
ductivo del humano y el raton, en el que la expresion
del cluster HOXA esta implicada. De acuerdo con los
autores, en el oviducto se expresa HOXA9, en el ttero
HOXAL10, el gen HOXALL es expresado en el cérvix,
mientras que la expresion de HOXAL3 es restringida a
las estructuras mas posteriores, por lo cual su expre-
sion es débil en el cérvix pero fuerte en la vagina. La
expresion de los HOX ocurre primordialmente en las
estructuras en desarrollo, en las que la diferenciacion
va tomando lugar; y un simil pudiera ocurrir en tejidos
genitales adultos, en los que cambios celulares y de
diferenciacion se llevan a cabo durante el transcurso
del ciclo hormonal. De hecho, se ha sugerido que la
expresion de HOXA10, HOXA1l y HOXAL3 puede
tener un papel importante en la plasticidad de los
tejidos reproductivos durante el ciclo menstrual.!” Al
parecer, HOXA10%%12 y HOXA11%° son importantes en
el desarrollo del endometrio y miometrio bajo la regu-
lacién de hormonas esteroides sexuales?’-'%20 y son
esenciales para la implantacion en ratones. Ensayos
con deleciones dirigidas en Hoxal0?? y Hoxal1%} han
demostrado que inducen infertilidad en ratones.

Adicionalmente, mutaciones en HOXA13 han sido
reportadas en mujeres con el sindrome hand-foot-
genital (SHFG), en el cual un Utero parcial o comple-
tamente dividido es desarrollado debido a la fusién
incompleta de los tubos miilerianos.?*

Genes HOX y cancer cervicouterino

Los tejidos embrionarios siguen un patrén de expre-
sion HOX de manera colinear en el tiempo y el espa-
cio; sin embargo, los tejidos con cancer pierden esta
particularidad y se puede presentar expresion de genes
del extremo 5’ (paralogos 9-13), extremo 3’ (paralo-
gos 1-4) o intermedios (paralogos 5-8).

La mayoria de los estudios se ha enfocado en
la determinacion de la expresion de genes HOX en
cancer invasor y su comparacion con la del epitelio
cervical sano (cuadro I). De esto se ha sugerido que
miembros particulares de los cuatro clister HOX
pudieran estar involucrados en la transformacion
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Cuadro | Descripcién de los genes HOX reportados en cancer cervicouterino humano

Gen HOX Tejido o linea celular Alteracion Deteccién Referencia

Al Carcinoma de células escamosas Sobreexpresion Microarreglos de expresién 28
C5, C8 Células SiHa Expresion de novo RT-PCR 26
D9 Células HelLa Expresion de novo RT-PCR 25
Al, B2, B4, C5, . -

C10, D13 Lineas celulares del CaCU Expresién de novo RT-PCR 27
C6, C10 Carcinoma invasor Sobreexpresion Microarreglos de expresion 29
B2, B4, B13 Carcinoma invasor Expresion de novo RT-PCR 31
B13, C9, C11, . . -

C12, C13, D9, D10 Carcinoma invasor Expresién de novo RT-PCR 30
Cc10 Carcinoma invasor Expresién de novo Microarreglos de expresion 34

E p

B4 LIEAG, carcinoma invasor Expresién de novo IHsgectrometrla de masas/ 32
B7 Lineas celulares del CaCU Desregulacion RT-PCRq /WB 35

LIEAG = lesion intraepitelial de alto grado; CaCU = cancer cervicouterino; RT-PCRq = RT-PCR cuantitativa; IHQ = inmunohistoquimica;

WB = western blot

de la célula cervical normal en una célula cervical
neoplasica. En este sentido, algunos reportes han
demostrado la expresion de HOXD9,” HOXC5
y C8,20 HOXC10 y D13?” en células cervicales
neoplasicas en cultivo pero no en células norma-
les. Shim et al.?® reportaron mediante analisis con
microarreglos de cDNA en células de cancer cervical
y epitelio cervical que HOXAL pudiera estar involu-
crado en tumorigénesis cervical.

Mediante analisis de expresion por RT-PCR Li et
al.?> mostraron que HOXD?9 es diferencialmente expre-
sado en células de céancer cervical pero no en células
cervicales normales, y sugieren que HOXD9 pudiera
estar involucrado en la patogénesis del cancer cervical.

Alami et al.?® realizaron ensayos de expresion por
RT-PCR y reportaron que de 39 genes HOX, solo
HOXC5 y C8 son expresados en células transformadas
de SiHa pero no en queratinocitos cervicales prima-
rios en cultivo; los autores extendieron sus analisis a
otras dos lineas celulares de queratinocitos transfor-
mados de origen independiente, las células Eil-8 y
18-11S3, y encontraron los mismos resultados, por lo
que sugieren que HOXC5 y C8 pudieran estar involu-
crados en el proceso que dirige la transformacion de
queratinocitos cervicales.

El cluster HOXC ha sido reportado como uno de
los mas activos en cancer cervical, pues en tejidos de
tumores invasores se ha demostrado sobreexpresion o
expresion de novo en algunos de sus miembros. De
esta manera, al parecer una sobreexpresion de HOXC6
y C10 se presenta en carcinomas cervicales invasores
comparados con queratinocitos cervicales normales,?
mientras que una expresion de novo para HOXC9,
C11-C13 ha sido reportada en cancer cervical inva-
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sor.3? De manera similar, miembros del cltister HOXB
parecen estar presentes solo en carcinomas cervicales
invasores pero no en epitelio sano, lo que ha llevado
a sugerir que algunos de estos miembros pudieran
estar relacionados con el proceso de transformacion
maligna de las células del epitelio cervical, como ha
sido reportado para HOXB2, B4 y B13.27:3!1

A pesar de lo anterior, poco se conoce acerca del
papel que estos genes tienen en el proceso neopla-
sico de la célula cervical humana; sin embargo,
algunos datos han demostrado y sugerido funciones
particulares en este proceso. Barba et al.>? demos-
traron mediante analisis de espectrometria de masas
e IHQ que HOXB4 fue diferencialmente observado
en cancer cervical respecto al tejido normal. La
proteina HOXB4 fue inmunodetectada en el nucleo
de las células epiteliales de tumor invasor y lesio-
nes preinvasoras, mientras que en el epitelio cervi-
cal normal estuvo ausente. Estos hallazgos sugieren
que HOXB4 podria ser una proteina relacionada con
el estado neoplasico del epitelio cervical humano y
eventualmente constituir un marcador de células no
diferenciadas.

Datos experimentales han demostrado que HOXB7
podria ser uno de los orquestadores del fenomeno de
angiogénesis en el proceso de invasion en el CaCU.
Mediante diferentes estrategias experimentales,
se determind que el miRNA-196b es un regulador
transcripcional de HOXBY7, el cual a su vez induce la
expresion del VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular, por sus siglas en inglés). El abatimiento de
la expresion de HOXB7 mediante siRNA, asi como
su regulacion a través de miR-196b, resultd en un
reducido crecimiento celular, clonicidad, migracion e
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invasion in vitro, asi como una reducida angiogénesis
(uno de los sellos distintivos del céncer) y prolifera-
cion celular tumoral in vivo. La desregulacion de esta
via estuvo significantemente asociada con una mala
sobrevida libre de enfermedad en pacientes con CaCU
tratados con quimiorradiacion. De esta manera, los
autores sefialan que la ruta miR-196b~HOXB7~VEFG
juega un papel importante en la progresion del CaCU
y que esta via podria ser blanco para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para un futuro manejo
de esta neoplasia.

El gen de raton mgl-1, andlogo al supresor de
tumor “lethal I1(2) giant larvae (1(2)gl)”” de D. mela-
nogaste es un gen blanco de Hoxc8* y HOXCS es
activamente expresado en células neoplasicas del
CaCU?%; sin embargo, una funcién similar para
HOXC8 en CaCU humano no ha sido demostrada
todavia. Si en el cérvix humano existen genes supre-
sores de tumor regulados por este u otros genes HOX,
la pérdida de estos supresores de tumor en el tejido
neoplasico, debida probablemente a su inactivacion
por genes HOX, pudiera ser un evento importante en
el desarrollo del cancer cervical.

Mediante diversas aproximaciones moleculares
in vitro e in vivo, Zhai et al.* han demostrado que
HOXC10 es uno de los genes importantes en el pro-
ceso de invasion celular para que una lesion cervical
preinvasiva avance a un carcinoma invasor. La ausen-
cia de HOXC10 en el epitelio sano, expresion leve en
lesiones preinvasiva y fuerte expresion en carcinomas
invasores, asi como ensayos en Matrigel sustentan la
postura de los autores de que HOXC10 es uno de los
responsables del proceso de invasion en el CaCU.

Las evidencias muestran que otras de las vias rela-
cionadas al cancer y en especial para el CaCU, son
las alteraciones en los genes homeoticos HOX. La
fina regulacion génica de algunos HOX mediante los
microRNAs, muestran la complejidad de la célula
tumoral. De esta manera, las bases moleculares del
céancer, cada vez se estard modificando debido en gran
medida a los nuevos hallazgos de genes que potencial-

mente estén relacionados con el proceso de la trans-
formacion celular. Asi, los genes HOX podrian ser
considerados como genes del cancer.

Conclusién

El cérvix uterino humano es un tejido que presenta
una plasticidad tisular durante el ciclo hormonal y al
parecer algunos miembros de los genes HOX del tipo
Abd-B participan en este desarrollo y en el manteni-
miento de las estructuras genitourinarias adultas. Una
alteracion en la regulacion de diversos genes HOX
pudiera ser responsable en parte de los procesos que
dirigen la transformacion de una célula cervical sana
en una célula cervical neoplasica, por lo que su inves-
tigacion en CaCU, asi como la determinacion de sus
genes blanco resulta de sumo interés para un mejor
conocimiento de su fisiopatologia y asi eventualmente
abrir un nuevo campo para el desarrollo de estrategias
terapéuticas para un futuro manejo de esta neoplasia
considerada un problema de salud publica a nivel
mundial.
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Escape mechanisms to the innate immune
response in HPV-associated cervical cancer

Cervical cancer is characterized by persistent human papilloma virus
(HPV) infection. But, why, in some cases, is the immune system unable
to reliably detect the HPV infection? For years, this has been a central
guestion, which has yet to be fully answered. At present, it is well known
that HPV has evolved a variety of mechanisms to evade the immune
attack, and it is the success of these, which will be critical to determine
whether the infection will be cleared or remain as a persistent infec-
tion. This review will be particularly focused on addressing some of the
mechanisms used by HPV to avoid early recognition by the host innate
immune system, which will then facilitate viral persistence with the con-
sequent risk of eventual progression towards cervical cancer. Undoubt-
edly, an understanding of the balance between viral and immunological
factors will provide crucial information that must to be taken into account
for the design of prophylactic and therapeutic vaccines against HPV-
associated cervical cancer.
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xisten datos epidemiolégicos y moleculares que

apoyan la relacion causal entre la infeccion con

tipos oncogénicos del virus de papiloma humano
(VPH) y el desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU).
Sin embargo, la infeccién por VPH es, en la mayoria
de los casos, un fendmeno transitorio que resulta en la
eliminacion del virus sin evidencia clinica o que con-
duce a lesiones de grado bajo que a menudo mostraran
una regresion espontanea. La presencia de VPH es asi
una causa necesaria, pero no suficiente en el desarro-
llo de lesiones cervicales; es precisamente la persisten-
cia de la infeccion lo que parece ser un prerrequisito
para el desarrollo de neoplasia intraepitelial grado Il
y posteriormente de CaCU.1"® Factores ambientales,
virales y del hospedero, como la respuesta inmune, pue-
den influenciar el curso de la infeccion por VPH;* este
Gltimo factor juega un papel importante en determinar si
la infeccion persistira, regresara o progresara a lesiones
mas avanzadas.1-2° De alli la razn por la cual el estudio
de los mecanismos de inmunidad en el CaCU se ha diri-
gido en gran medida a la infeccion por VPH.

Aunque la respuesta inmune al VPH no esta com-
pletamente entendida, se sabe que la vigilancia inmune
local y sistémica juega un papel importante durante el
establecimiento de latencia de la infeccion. Una infec-
cion latente puede ocurrir de manera asintomatica
en aproximadamente un 30-60 % de mujeres sexual-
mente activas. La interconexion entre los mecanismos
de inmunidad innata y la inmunidad especifica con-
tra antigenos desempefia un papel critico en definir la
eliminacion de la infeccion.’2® Sin embargo, dada la
naturaleza infecciosa en el desarrollo del CaCU, se ha
reportado que existe un nimero sorprendente de muje-
res que no desarrollan una respuesta inmune efectiva
para erradicar la infeccion por VPH.16

Los hallazgos anteriores indican que la infeccion por
VPH o el proceso de transformacion maligna inhiben
de algin modo la capacidad del sistema inmune para
generar una respuesta efectiva.>” ;Por qué el sistema
inmune ignora o al menos muestra fallas para detectar
la infeccion por VPH? Esta ha sido una pregunta central
que ha permanecido durante afios y que aun sigue sin
contestarse en su totalidad, aunque en la actualidad ya se
sabe que el VPH emplea una variedad de estrategias para
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El cancer cervicouterino (CaCU) se caracteriza por
el establecimiento de una infeccién persistente cau-
sada por el virus del papiloma humano (VPH). Pero
¢por qué el sistema inmune ignora o al menos mues-
tra fallas para detectar la infeccién por VPH? Esta
ha sido una pregunta central que ha permanecido
durante afios y que aun sigue sin contestarse en su
totalidad, aunque en la actualidad ya se sabe que el
VPH emplea una variedad de estrategias para evadir
o subvertir la vigilancia inmune, lo cual sera critico
para definir si persiste o no la infeccion viral y, por
consiguiente, el riesgo de progresion a cancer. Por lo

evadir o subvertir la vigilancia inmune,” lo cual sera cri-
tico para definir si ocurre o no la persistencia viral y,
por consiguiente, el riesgo de progresion a cancer. Indu-
dablemente el entendimiento del equilibrio entre facto-
res virales e inmunoldgicos proporcionara informacion
determinante que debera tomarse en cuenta en la planea-
cion estratégica de vacunas inmunoprofilécticas y tera-
péuticas contra CaCU asociado a infeccion por VPH.

caeala ba ea na ale enel CaC
a ciad ainfeccion VPH

La replicacion del VPH se relaciona con la dife-
renciacion de los queratinocitos

Primariamente, el ciclo infeccioso del VPH es ya
por si mismo un mecanismo de evasion inmune; esto
en virtud de que no causa lisis celular, debido a que
los mecanismos de replicacion y liberacion del virus
ocurren siguiendo el propio programa de diferencia-
cién de la célula blanco infectada, es decir el quera-
tinocito,®10 el cual ya estad programado a morir “por
causas naturales”; por lo mismo, al no generarse un
proceso inflamatorio importante en el epitelio cervi-
cal, esta muerte no se traduce como situacion de dafio
y puede resultar en infeccién cronica persistente.
Ciertamente, las sefiales de dafio son un prerrequisito
para la migracion de las primeras células de defensa al
medio local, y es asi como el sistema innato empieza
“el ataque a la célula infectada por VPH”.7-10

Las células de Langerhans sufren alteraciones
en el epitelio infectado por VPH

Al ser las infecciones por VPH exclusivamente intrae-
piteliales, teéricamente el ataque viral debe ser iniciado
por las células presentadoras de antigeno (APC, por
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mismo, en esta revision se abordaran algunos de los Resumen
mecanismos mas importantes que el VPH utiliza para
escapar al ataque inicial impuesto por la respuesta
inmune innata y que le permiten establecerse como
una infeccion persistente, lo cual facilita la progresion
de las lesiones cervicales hasta que se convierten en
cancer. Indudablemente, el entendimiento del equili-
brio entre factores virales e inmunolégicos proporcio-
nara informacion determinante que debera tomarse
en cuenta en la planeacion estratégica de vacunas
profilacticas y terapéuticas contra el CaCU asociado
a la infeccion por VPH.

sus siglas en inglés) en el epitelio escamoso.12 Estas
células centinela (incluyendo células epiteliales, célu-
las de Langerhans y células dendriticas) continuamente
“registran” el microambiente y coordinan con otros
efectores innatos (monocitos, macréfagos, leucocitos
polimorfonucleares y células NK, o natural killer) la
proteccion a la mucosa del epitelio cervical (figura 1).”

Dentro del epitelio escamoso del cérvix, las células
de Langerhans son el tipo celular primario responsable
del reconocimiento, el procesamiento y la presentacion
antigénica,’® lo cual hace que estas células sean de
importancia clave en la defensa inmune local, pues una
vez activadas, procesan al antigeno y migran a los gan-
glios linfaticos méas cercanos para presentar antigenos
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ig a1l Elepitelio cervical es rico en células inmunes que pueden ser
activadas en respuesta a una infeccion viral. Aunque la mayoria de las células
inmunes “clasicas” estan confinadas a la dermis, algunas poblaciones residen
de igual manera en la epidermis. En esta, ademas de los queratinocitos, la
poblacion de células inmunes que predomina esté constituida por las células
de Langerhans (LC), las cuales han mostrado que son el tipo celular primario
responsable del reconocimiento, el procesamiento y la presentacion antigéni-
ca. Sin embargo, a nivel del estroma (dermis) se encuentran importantes me-
diadores de la respuesta inmune, como las células NK, NKT, lo cual hace que
predomine la poblacién de células T, la cual participa al proveer una respuesta
inmune a la reexposicion de antigenos virales.”13
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a los linfocitos T CD4+; una vez que esto ocurre, los
linfocitos T ya diferenciados en células efectoras seran
capaces de activar a su vez a los linfocitos T CD8+,
responsables de llevar a cabo la destruccion de los que-
ratinocitos infectados.”*® Sin embargo, la sola infec-
cion por VPH ha mostrado que disminuye el nimero de
células de Langerhans cervicales, en parte, porque las
sefiales de dafio requeridas para dar inicio a la migra-
cion de células presentadoras de antigeno se encuentran
ausentes en el epitelio escamoso asociado a la infeccion
por VPH, debido precisamente a la ausencia de muerte
celular, como ya previamente se menciond.8 Ademas,
se ha visto que esta disminucion es todavia mas pronun-
ciada en aquellos casos que han progresado a neoplasia
intraepitelial 1415

No existe evidencia que apoye una replicacién com-
petente del VPH en células de Langerhans, por lo que
una disminucién en el nimero de estas podria llevarse a
cabo de manera indirecta a través de los efectos media-
dos por queratinocitos infectados. Al menos, en el caso
particular de VPH-16, se ha propuesto que la proteina
E6 reduce el nimero de células de Langerhans dentro
de la epidermis, mediante la disminucion de E-cade-
rina en la superficie de queratinocitos infectados.' La
E-caderina juega un papel importante en la retencion de
células de Langerhans en la epidermis; es, pues, a través
de esta via que los queratinocitos infectados por VPH-
16 limitan la presentacion de antigenos virales por parte
de las células de Langerhans, previniendo el inicio de
una respuesta inmune mediada por células T y, en con-
secuencia, promoviendo la persistencia viral. 241617

Otro foco interesante en el microambiente inmune es
el arreglo de moléculas expresadas en la superficie de
las células de Langerhans, las cuales constitutivamente
expresan una bateria de moléculas coestimuladoras
como B7.1® Algunos estudios han demostrado un feno-
tipo coestimulador (CD11a, CD50, CD54 y CD86) muy
restringido en células de Langerhans presentes en mues-
tras de lesiones intraepiteliales, indicativo de una limi-
tada respuesta inmune en el epitelio cervical dafiado.1%-?°
El fenotipo de las células de Langerhans en neoplasias
cervicales, sugiere, por lo tanto, solo una limitada acti-
vacion inmune en estas lesiones. A su vez, también se
ha reportado que existen alteraciones en la expresion de
otros importantes marcadores, como las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en inglés) clase | (MHC-I) y clase 1l (MHC-
11),2! las cuales son primordiales para llevar a cabo una
presentacion eficiente de antigenos a los linfocitos T.

Disturbios moleculares del MHC-II favorecen el
escape a la respuesta celular

La capacidad para presentar antigenos exogenos
depende de la expresion de moléculas del MHC-II.

Tipicamente, los queratinocitos no expresan moléculas
del MHC-II, en contraste con la manera como lo hacen
las células presentadoras de antigeno profesionales
(como las células de Langerhans y las células dendri-
ticas). No obstante, existen reportes en los que se ha
mostrado la expresion transitoria de estas moléculas
en la superficie de queratinocitos derivados de lesiones
malignas asociadas a VPH;?? asi, los queratinocitos
infectados podrian adquirir la capacidad de presentar
antigenos a las células T CD4+ que infiltran la lesion.
Respecto a lo anterior, queratinocitos transfectados
con la proteina E5 del VPH-16 han mostrado que tie-
nen una acidificacion reducida en los compartimentos
endociticos (donde se lleva a cabo la degradacién pro-
teolitica de antigenos exdgenos), lo que resulta en una
pobre generacidn de epitopes antigénicos, con la conse-
cuente alteracion en la formacion de complejos madu-
ros MHC-I1.28 Adicionalmente, la pobre acidificacién
en endosomas también previene la degradacion de la
cadena invariante (li), una chaperona importante en la
maduracion de los complejos MHC-I1, digerida por pro-
teasas que funcionan solo a pH &cido, lo cual conduce a
la inhibicion de la expresion de moléculas del MHC-I11
en la superficie celular (figura 2), lo cual puede permi-
tir a las células infectadas escapar al reconocimiento
inmune del hospedero y consecuentemente favorecer el
establecimiento y la persistencia del VPH.?*

Defectos en moléculas del MHC-I en el epitelio
cervical

En otro orden de ideas, una pérdida en la expresion
de moléculas del MHC-I también ha sido reportada
en CaCU.? En diferentes estudios hechos en especi-
menes cervicales de pacientes con carcinoma esca-
moso cervicouterino, se ha observado una pérdida
parcial o completa en la expresion de moléculas del
MHC-1,2! donde una expresion reducida fue vista
hasta en un 70 % de los casos (con pérdida de una
region monomorfica o incluso pérdida de un alelo
especifico).!” La ausencia de moléculas del MHC-I en
CaCU ha sido explicada a través de diferentes meca-
nismos que incluyen alteraciones en la maquinaria de
procesamiento y ensamblaje de los complejos madu-
ros MHC-I. Por ejemplo, una molécula involucrada
en la via de presentacion MHC-I es la proteina TAP
(transportador asociado con el procesamiento antigé-
nico), compuesta por el heterodimero TAP1/TAP2. Su
funcion es entregar péptidos derivados de antigenos
citosélicos al lumen del reticulo endoplasmico, donde
estos péptidos se asociaran con las moléculas MHC-
I. Asi, cualquier defecto en la proteina TAP podria
alterar significativamente la presentacion antigénica.
Y precisamente los defectos en los genes que codifi-
can para el heterodimero TAP1/TAP2 son comunes
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en el CaCU, en el que se ha visto que esta falla se
correlaciona con progresion de la enfermedad.?8 Ade-
mas de las alteraciones génicas descritas, también se
ha visto que la oncoproteina E7 del VPH-18 reprime
la actividad promotora de TAP1, lo cual se refleja en
la inhibicion transcripcional de TAP1.2” Estos hallaz-
gos sefialan que el CaCU se encuentra bajo presion
selectiva y sugieren el mantenimiento de células defi-
cientes en moléculas MHC-I. Asi, la desregulacion
en la expresion de estas moléculas en la superficie de
los queratinocitos facilitaria la persistencia del VPH y
la progresion de las lesiones a etapas mas avanzadas,
precisamente por promover el escape al ataque citoto-
xico mediado por linfocitos T CD8+ (los cuales son el
tipo celular primario en la defensa contra infecciones
virales y el control del crecimiento tumoral).

La informacién anterior indica que el CaCU se
encuentra bajo un grado de vigilancia inmune, en el
que al menos la respuesta inmune mediada por linfoci-
tos T citotdxicos no seria entonces la mas efectiva para
aquellos casos en los cuales las células tumorales han
dejado de expresar moléculas de histocompatibilidad
clase I. Asi, en acuerdo con la hip6tesis del missing
self propuesta por Kérre en 1990, una funcion de las
células NK es reconocer y eliminar aquellas células
que han dejado de expresar moléculas del MHC-I (un
evento frecuentemente observado en células tumora-
les o infectadas por virus).?® En consecuencia, todos
los hallazgos anteriores pudieran ser clinicamente
relevantes, en virtud de que durante el desarrollo del
CaCU se va perdiendo la expresién de moléculas
MHC-I, por lo que tedricamente estas células resulta-
rian un blanco adecuado para ser eliminadas por célu-
las NK. Sin embargo, alteraciones en las células NK
han sido también descritas en pacientes con CaCU.

El CaCU tampoco es un blanco adecuado para la
lisis efectuada por células NK

El papel de las células NK en el desarrollo del CaCU
no estda completamente esclarecido, a pesar de que
durante las dos ultimas décadas se ha tenido un gran
avance en el entendimiento de los mecanismos que
regulan su actividad, la cual estd bajo un fino control
de sefiales generadas desde receptores de inhibicion y
de activacion que, en conjunto, dictaran el destino de
las células NK en la citotoxicidad natural contra las
células infectadas por virus o células transformadas.?

Un grupo importante de receptores con capacidad
de inhibir la citdlisis mediada por células NK son los
receptores Killer tipo inmunoglobulina (conocidos en
inglés como KIR). La importancia biolégica de los
KIR es precisamente prevenir la muerte de células nor-
males que expresan moléculas del MHC-I1, pero una
vez que estas se han dejado de expresar, se convier-
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ig a2 Queratinocitos transfectados con la proteina E5 de VPH-16 han
mostrado que tienen una acidificacion reducida en los compartimentos

endociticos. La E5 inhibe la acidificacion de los endosomas tardios, lo cual
afecta la interaccion de los péptidos antigénicos con las moléculas del MHC-II.
Los antigenos del MHC-II son sintetizados en el RE, donde las subunidades

(alfa'y beta) se asocian a una molécula denominada cadena invariante (li).

En los compartimentos endociticos li es degradada por medio de proteasas
que funcionan solo a pH acido. Por lo tanto, la E5 afecta la maduracion de la
molécula de MHC-II, lo cual disminuye el reconocimiento inmune, mediado por

proteinas de MHC-II, de los queratinocitos infectados por VPH.23-24

ten en un blanco adecuado para ser eliminadas por las
células NK.?° La importancia del repertorio KIR no ha
sido aun explorada en CaCU y los escasos hallazgos al
respecto se reportan en un estudio en el que se evalué
la presencia de ciertos genotipos KIR y se concluy6
que ciertos genes y genotipos estan asociados con un
riesgo incrementado de desarrollar neoplasia cervi-
cal.®0 Sin embargo, el significado bioldgico que estos
hallazgos pudieran tener especificamente durante la
infeccion por VPH y su asociacion con el desarrollo
del CaCU, no se ha definido en su totalidad.

Por otro lado, las células NK pueden ser eficien-
temente activadas tras reconocer células tumorales o
infectadas por virus y que previamente hayan sido recu-
biertas por anticuerpos. Este reconocimiento efectuado
por CD16 (receptor de baja afinidad para la porcion Fc
de lalgG1 e IgG3) dara como resultado la destruccion de
la célula infectada a través de un mecanismo conocido
como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC por sus siglas en inglés: antibody-dependent
cell citotoxicity). Asi, es claro que la ADCC es una
via potencialmente importante para el reconocimiento
inmune de tumores y blancos infectados por virus. Sin
embargo, ya también se ha demostrado una incapacidad
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de las células NK derivadas de pacientes con CaCU
de eliminar células tumorales. De manera interesante,
en estos estudios también se demostrd que la dismi-
nucion de la citotoxicidad natural fue mas severa con-
forme fue aumentando la carga tumoral y el estadio de
la enfermedad.3!

Ademas de la ADCC, indudablemente la funcion de
las células NK también depende en gran medida de una
nueva familia de receptores denominados NCR (por
sus siglas en inglés: natural cytotoxicity receptors).
Esta familia incluye tres miembros: NKp30, NKp46 y
NKp44; los dos primeros se expresan de manera cons-
titutiva en células NK; el tltimo solo en células activa-
das. De manera interesante, se ha visto que células NK
de pacientes con cancer muestran un fenotipo de expre-
sion disminuido de los NCR. Esto particularmente se ha
observado en pacientes con leucemia mieloide aguda,
a partir de los cuales se demostré que las alteraciones
en la funcién citotoxica natural ocurrieron debido a una
deficiente expresion de los NCR.%2 El significado de los
NCR durante el desarrollo y la progresion del CaCU
no se ha explorado con profundidad; sin embargo, esta
reportada una disminucién en la expresion de NKp30 y
NKp46 en células NK de sangre periférica de mujeres
con CaCU y lesiones de grado alto; ademas, este defecto
se asocio con una baja actividad citolitica de estas célu-
las.3® Otro hallazgo interesante al respecto tiene que ver
con las células NK de pacientes con lesiones prema-
lignas del cérvix o con céncer. Estas células muestran
defectos en la expresion de componentes involucrados
en vias de sefializacion. Tal ha sido el caso de defec-
tos observados en la expresion de la cadena zeta,®* lo
cual podria tener implicacion bioldgica, debido a que
al menos en el caso de NKp30 y NKp46, estos recep-
tores se asocian con esa cadena para transmitir la sefial
generada desde el medio extracelular hacia el interior
de la célula, en un mecanismo similar a como lo hace el
receptor de células T (TCR) en los linfocitos T.3% Asi,
defectos en el sefialamiento celular sugieren que, aun
en estadios tempranos de las lesiones cervicales, algin
extendido de la supresion inmune reflejado por la dismi-

nucion en la expresion de la cadena zeta ya ha ocurrido,
lo cual podria ser causado por la lesién neoplasica, o
bien, por la infeccion per se debida al VVPH.

C ncl i ne

Hasta el momento, es claro que aunque algunas
infecciones persistentes con tipos oncogénicos del
VPH pueden progresar a CaCU, la respuesta inmune
del hospedero generalmente serd capaz de eliminar
a la mayoria, proporcionando con esto una oportu-
nidad para prevenir este tumor a través de progra-
mas de vacunacion. Esta revision abordo algunos
de los mecanismos que el VPH utiliza para subver-
tir el reconocimiento inmune vy, ciertamente, este
virus debe tener otros mecanismos adicionales que,
en suma, le permiten ser irrevocablemente igno-
rado por el sistema inmune. En la medida en que se
sigan conociendo nuevos mecanismos por los cua-
les las lesiones cervicales asociadas a infeccion por
VPH escapan a la inmunovigilancia local y progre-
san a cancer, se lograra tener medidas mas efectivas
para la prevencion de este tumor. Por esta razdn,
los programas de control del CaCU necesitaran ser
reevaluados, de tal modo que se tomen en conside-
racion factores como una tolerancia satisfactoria a
la vacuna, asi como que esta brinde una adecuada
inmunogenicidad capaz de revertir las estrategias uti-
lizadas por el VPH para evadir la respuesta inmune.
Una vez que se logre hacer frente a todos estos obsta-
culos, la vacunacion contra el CaCU podra reducir en
gran medida los costos médicos generados, pero de
manera mas importante, podra disminuir el nimero
de muertes debidas a este tumor.
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Apoptosis modulation by human papillomavirus

One of the most important processes to keep the homeostasis in organ-
isms is the apoptosis, also called programmed cell death. This mecha-
nism works through two pathways: The intrinsic or mitochondrial, which
responds to DNA damage and extern agents like UV radiation; and the
extrinsic or receptor-mediated, which binds to their ligands to initiate the
apoptotic trail. The evasion of apoptosis is one of the main causes of
cellular transformation to malignity. Many viruses had shown capacity to
modify the apoptotic process; among them is the human papillomavirus,
which, by means of its oncoproteins, interferes in pathways, reacting with
the receptors and molecules and participating in the death mechanism.
This creates ideal conditions for cancer development.

e d
Apoptosis
Human papillomavirus
Uterine cervical neoplasms

Recibido: 22/10/2014

S200

Palab a cla e

Apoptosis

Papilomavirus humano
Neoplasias del cuello uterino

Aceptado: 15/05/2015

| ce dea i

La evasion de la apoptosis (muerte celular programada)
es uno de los eventos cruciales que una célula desarro-
lla durante su proceso tumorigénico. Dia con dia surgen
nuevas evidencias que corroboran la estrecha relacion
entre alteraciones en la apoptosis y el desarrollo del can-
cer. La palabra apoptosis deriva del griego ap, que sig-
nifica separacion o derivacion, y ptosis, que quiere decir
caida. Este término se utilizaba en la antigua Grecia para
describir la caida de las hojas de los arboles en el otofio.
Con esta expresion se resalta el caracter fisiologico de
la apoptosis, ya que implica que para que un organismo
funcione adecuadamente, no solo debe tener la capaci-
dad de producir nuevas células, sino también la habili-
dad de eliminarlas. En contraste con la necrosis, la cual
puede provocar una reaccion inflamatoria, la apoptosis
remueve las células de una manera silenciosa y paulatina
sin inducir inflamacion. El proceso apoptotico puede ser
dividido en tres etapas: 1) iniciacion, en la cual la célula
recibe el estimulo que la conduce a la muerte; 2) ejecu-
cion, que es cuando ocurre la mayor parte de los cambios
morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos de la apop-
tosis y 3) eliminacion, en la cual los restos celulares son
fagocitados por macréfagos y células adyacentes.

Va deind cci6bndelaa i

La induccion a la apoptosis estd mediada principal-
mente por dos mecanismos: 1) por la activacion de
“receptores de muerte” en las células blanco, denomi-
nada via extrinseca, y 2) por cambios en la mitocondria
que culminan en la formacién y activacion del apop-
tosoma, via conocida como intrinseca o mitocondrial.?

En la via extrinseca, la sefial proapoptética es des-
encadenada por la unién de un receptor de muerte con
su ligando. Los primeros incluyen un grupo de molé-
culas de superficie celular de la superfamilia de recep-
tores del factor de necrosis tumoral (TNF), como por
ejemplo TNFR-1, CD95/Apo-1/Fas y TRAIL-R (TNF
related apoptosis inducing ligand-receptor), los cuales
se unen a sus respectivos ligandos, TNF-alfa, CD95L
y TRAIL, expresados principalmente en la superfi-
cie de los linfocitos T citotoxicos.! Esta subfamilia de
receptores TNF esta caracterizada por tener un dominio
intracelular denominado dominio de muerte (DED). Al

aDivision de Inmunologia, Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social, Guadalajara, Ja-
lisco, México

Comunicacion con: Luis Felipe Jave-Suérez

Teléfono y fax: (33) 3617 0060, extension 31926
Correo electrénico: lffave@yahoo.com

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5200-5

G Al indice

Uno de los procesos mas importantes para el manteni-
miento de la homeostasis en el organismo es la apopto-
sis, también denominada muerte celular programada.
Este mecanismo funciona por medio de dos vias: la
intrinseca o mitocondrial, que responde a dafios al
ADN y a agentes externos, como la radiacion UV; y
la extrinseca o mediada por receptores, los que se
unen a sus ligandos para iniciar la cascada apoptotica.

ser activados los receptores por la unién con sus ligan-
dos, el DED atrae proteinas adaptadoras intracelulares,
sobre todo a la FADD (fas-associated death domain), la
cual se encarga de reclutar la procaspasa 8. EI complejo
de proteinas resultantes se llama DISC (death inducing
signaling complex);® la formacion del DISC permite la
escision de la procaspasa 8, la cual al ser cortada se
activa (caspasa 8) y a su vez activa a las procaspasas
3y 7. Estas Gltimas caspasas son denominadas efecto-
ras, ya que se unen a diferentes sustratos diana, dentro
de los cuales se incluye la proteina poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP), la cual es una enzima nuclear que
detecta la aparicion de roturas en el ADN. La caspasa 3
escinde la PARP en dos fragmentos, uno de 24 kDa y
otro de 89 kDa, eliminando de ese modo la capacidad
de la PARP para funcionar en la reparacion del ADN y,
por consiguiente, provocando la acumulacion de dafios
en este, lo que promueve atin mas la apoptosis.*

Por su parte, la via intrinseca puede ser inducida
por una amplia gama de sefiales, entre las que se inclu-
yen la radiacion, farmacos citotoxicos, estrés celular y
la falta de citocinas o factores de crecimiento. Esta via
esta finamente regulada por la accion concertada de
muchas moléculas, incluidos miembros de la familia
BCL-2, los cuales actiian como agentes proapoptoti-
cos (proteinas con dominios BH3) y antiapoptdticos
(Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1, Bfil/A-1, y Bcl-B).5
Las interacciones entre estas proteinas controlan el
proceso de liberacion del citocromo C del interior de
la mitocondria, lo cual va precedido de pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y desestabiliza-
cién de la membrana externa de la mitocondria. La
permeabilizacion de la misma se considera como el
“punto de no retorno” en la muerte por apoptosis. En
el citosol, el citocromo C se une al Apaf-1y en pre-
sencia de dATP o ATP, se forma el complejo cono-
cido como apoptosoma, el cual recluta y activa a la
caspasa 9, la que a su vez es capaz de activar a las
caspasas efectoras (caspasas 3, 6y 7) (figura 1).
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La evasion de la apoptosis es una de las principales
causas de transformacion celular hacia la malignidad.
Muchos virus han mostrado capacidades para modifi-
car el proceso apoptotico, entre ellos el VPH, el cual
interfiere por medio de sus oncoproteinas en ambas
vias y reacciona con los receptores y las moléculas
gue participan en el mecanismo de muerte y crea con-
diciones propicias para el desarrollo del cancer.

La via intrinseca juega un papel sumamente impor-
tante en la respuesta a la terapia contra el cancer, ya
que se ha observado la sobreexpresion de miembros
antiapoptaticos de la familia BLC-2 en varios tipos de
cancer en humanos resistentes a quimioterapia.’

Entre los factores que pueden inhibir el proceso
de apoptosis se encuentran aquellos que interfieren
directamente con la activacion de los receptores de
muerte, 0 bien, los que actian de manera indirecta,
provocando una respuesta intracelular que altera la
cascada de sefializacion apoptética. Muchos virus,
incluyendo el virus de papiloma humano (VPH), han
desarrollado estrategias para bloquear la apoptosis. La
capacidad de persistencia del \VPH en el huésped por
largos periodos de tiempo sin ser eliminado, da fe de
la sofisticacion de sus mecanismos de evasion.

Virus de papiloma humano y cancer

El alto porcentaje de ADN viral presente en los tumores
cervicales y la presencia de ARN mensajero y proteina
de los oncogenes virales E6 y E7 en tumores y lineas
celulares derivadas de carcinomas cervicales han eviden-
ciado la importancia del VPH en la patogenia del cancer.
Asimismo, se ha demostrado que los oncogenes virales
del VPH 16 o0 18 son capaces de inmortalizar cultivos
primarios de queratinocitos humanos y que el cultivo por
periodos prolongados de estas células da origen a clonas
malignas. Por lo anterior, hoy es ampliamente aceptada la
asociacion entre el cancer cervical y, mas recientemente,
la del cancer oral con la infeccién de VVPH de alto riesgo.”
Entre los canceres asociados al \VVPH, el cancer cervicou-
terino (CaCU) es una de las principales causas de muerte
en la poblacion femenina en paises en vias de desarrollo.
En México, el CaCU es la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres. La infeccion con VPH se considera
un factor necesario y predisponente para el desarrollo
de CaCU. El ciclo bioldgico del virus comienza con
una infeccion de las células de la capa basal del epitelio
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ig a1 Mecanismos de regulacién de la apoptosis mediados por las oncoproteinas virales. Se muestran algunos de los mecanismos an-
tiapoptoticos en los cuales participan las oncoproteinas virales, independientes de la modulacion de p53 y pRB. La E5 modula la via extrin-
seca a nivel de los receptores de muerte y la formacion del complejo DISC; por otro lado, regula la via intrinseca, induciendo la degradacion
de BAX por medio de la activacion de EGFR. La E6 regula igualmente ambas vias; la extrinseca impide la formacién del DISC, induciendo
a la proteina antiapoptética clAP y estimulando la degradacion de FADD y de la pro-caspasa 8. La via intrinseca la modula induciendo la
degradaciéon de BAK por medio de ubiquitinizacion. En el caso de la E7, las actividades antiapoptéticas de esta proteina las realiza median-
te la induccion de clAP e impidiendo la activacion de la caspasa 8.
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cervical. Se postula que el virus alcanza la capa basal
del tejido epitelial mediante microabrasiones. Una vez
que el genoma viral ha ingresado a la célula, es trans-
portado al ndcleo y se establece con un nimero deter-
minado de copias virales por célula. El ciclo replicativo
del VPH sigue estrictamente el programa de diferencia-
cion de la célula huésped. Asi, el desarrollo del cancer
cervical seguira una serie de pasos, iniciando con la
transmision del VPH, la persistencia viral, la progre-
sion de células infectadas precancerosas y por dltimo la
invasion.®

d laciéndelaa i la 5

El papel de la oncoproteina viral E5 del VPH no ha reci-
bido mucha atencion debido a que el marco de lectura
abierto de E5 es destruido a menudo, cuando el genoma
del VPH se integra en el ADN de la célula huésped.
El gen E5 juega un papel importante en la tumorigé-
nesis, ya que se ha demostrado que su introduccion en
fibroblastos no tumorigénicos tiene un efecto transfor-
mante, el cual provoca la formacion de colonias en agar
blando. Del mismo modo, E5 aumenta la eficiencia de
inmortalizacion de E6 y E7 en queratinocitos huma-
nos.® En efecto, antes de la integracion del ADN viral,
cuando el genoma del VPH es episomal, el ARNm viral
mas abundante es el que codifica para la proteina E5.1°
Lo anterior sugiere que en estadios tempranos la pre-
sencia de esta proteina es de suma importancia para la
modulacion de los eventos celulares que le permiten al
virus cumplir su ciclo de vida.

La E5 emplea diversos mecanismos que tienen el
potencial para contribuir en la transformacion maligna
de una célula. Se ha descrito que puede modular la via
de sefializacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), el cual regula la transcripcion
génica y modula procesos importantes, como la pro-
liferacion celular, la angiogénesis, la invasion tumo-
ral y la metastasis. La proteina E5 forma un complejo
estable con el receptor EGFR, induciendo de ese modo
la dimerizacion del receptor y su activacion; una vez
activa la via de EGFR, induce la ubiquitinizacion de
Bax y su degradacion por el proteasoma. Lo anterior
trae como consecuencia la inhibicion de la via intrin-
seca de la apoptosis.'! Mediante este mecanismo, se
ha descrito que la E5 impide la apoptosis inducida
por peroxido de hidrégeno, el cual forma parte de las
estrategias que utilizan las células del sistema inmune
en nuestra defensa.

Se ha descrito que tumores cervicales con infeccion
de VPH presentan niveles de expresion del receptor
CD95 disminuidos, lo que conlleva a una apoptosis
deficiente.1? Es posible que la causa de esta accion se
deba también a la proteina E5; al respecto, estudios
in vitro han demostrado que la introduccién exdgena
de E5 del VPH-16 en queratinocitos reduce la expre-
sion de CD95, lo cual incrementa la resistencia de las
células a la apoptosis mediada por la via extrinseca.
De manera similar, la presencia de E5 confiere resis-
tencia a la apoptosis mediada por la via de TRAIL; sin
embargo, la expresion del receptor de TRAIL no se ve
afectada en las células por la presencia de E5, sino que
esta impide la formacién del DISC.*2 Por otro lado, la
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E5 de VPH-16 es capaz de proteger a las células de la
apoptosis inducida por radiacion UV; este efecto esta
mediado por la activacion de las MAP-cinasas y la via
PI3K-Akt.14

Por lo tanto, es posible que la E5 interfiera con la
capacidad del sistema inmune para eliminar células
infectadas mediante la alteracion de la sefializacion
mediada por receptores de muerte y la activacion de
vias de supervivencia. En conjunto, los resultados
de los estudios aqui mencionados proporcionan una
fuerte evidencia de que la E5 contribuye a la evasion
de la vigilancia inmune durante las primeras etapas de
la infeccion por VPH.

d laciéndelaa i la 6

La proteina E6 del VPH ha sido ampliamente estu-
diada debido a sus fuertes propiedades oncogénicas.
La E6 es producida en dos versiones, una forma
larga de aproximadamente 16 kDa y una version mas
pequefia de aproximadamente 8 kDa.l> Ambas protei-
nas presentan como caracteristica comuin la presencia
de cuatro motivos Cys-XX-Cys que son capaces de
enlazar zinc y estan involucrados en diversas fun-
ciones. Entre las actividades oncogénicas descritas
para la E6 se incluyen la inmortalizacion de células
epiteliales humanas, la transformacion de lineas esta-
blecidas de fibroblastos de raton, la activacion trans-
cripcional, la resistencia a la diferenciacion terminal
de queratinocitos humanos y, finalmente, la modula-
cion de apoptosis y tumorigénesis en animales.16

Uno de los blancos principales de la proteina E6 es
el gen supresor de tumor p53. En las primeras etapas
de la infeccion por VVPH de alto riesgo, la E7 induce un
aumento significativo en la proliferacion celular como
resultado de su interaccion con la proteina retinoblas-
toma (pRB); esto provoca una sobreexpresion de la p53,
lo que a su vez da lugar a la detencion del ciclo celulary a
la induccién de la apoptosis. Para revertir esta situacion,
la E6 se une a la p53 con la ayuda de la proteina EGAP e
impide que p53 induzca la detencion del ciclo celular y
la apoptosis. Mediante la unién con E6, p53 es marcada
para su degradacion por medio del proteosoma.t’

Otro blanco importante de la accion de la E6 es la
proteina BAK (de la familia BCL-2), que se encarga
de inducir la apoptosis por medio de la activacion de
la via intrinseca. La E6 se une directamente a la BAK
e induce su degradacion. Se ha determinado que la
capacidad de unién a esta proteina estd conservada
entre las proteinas E6 de virus de bajo y alto riesgo, lo
que indica que la inactivacion de la proteina BAK es
un evento crucial para el ciclo replicativo del virus.18
Adicionalmente, se ha observado que la E6 inhibe la
apoptosis mediada por TNF mediante la reduccion de
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la expresion de BAK y el incremento de BCL-2, sin
afectar los niveles de expresion de las caspasas 3y 8.1°

Al igual que para p53, las proteinas BAK 'y MYC
son degradadas por E6 mediante la accion conjunta
con E6AP, con lo que quedan marcadas por medio de
ubiquitinacién para su degradacion por la via del pro-
teosoma.?® La disminucion de BAK mediada por E6
y EBAP permite a las células infectadas ser resisten-
tes a la radiacion UV. Por otro lado, se ha visto que
la E6 disminuye la estratificacion epitelial e inhibe la
apoptosis durante la diferenciacion inducida por suero
y calcio en queratinocitos de prepucio humano. Estos
hechos se correlacionan con una elevada expresion de
BCL-2 y una reduccion en la expresion de BAX.2!

Utilizando fibroblastos humanos se ha demostrado
que la presencia de E6 induce un incremento significa-
tivo de la actividad del promotor de survivina. La expre-
sion de survivina es regulada negativamente por p53, ya
que E6 regula negativamente a p53 y es probable que
influya en la regulacion de la transcripcion de survivina,
por lo que se postula que el gen de survivina podria ser
relevante en la funcién antiapoptética de E6.22

Existe una relacion entre la apoptosis dependiente de
p53y la via extrinseca mediada por CD95; la expresion
del receptor CD95 se incrementa en membrana celular
en respuesta al tratamiento con agentes quimioterapéu-
ticos y este incremento es dependiente de la accion de
p53.2% En queratinocitos humanos inmortalizados con
E6, los niveles de apoptosis disminuyen al ser tratados
con un agonista de CD95, lo que indica que la proteina
E6 regula la expresion de CD95 a través de la degrada-
cioén de p53. En este sentido, al inhibir la actividad del
proteosoma en las células que expresan E6 se genera de
nueva cuenta una sensibilidad a la apoptosis mediada
por CD95 o TRAIL.?* Lo anterior resalta el papel fun-
damental que desempefia la proteina E6AP y la via del
proteosoma en la actividad de la oncoproteina E6. Adi-
cionalmente, en carcinomas cervicales malignos positi-
vos para VPH-16 que son insensibles a los ligandos de
CD95 y TNF-alfa, se ha documentado la formacién de
un DISC no funcional. Esto sugiere que algunas protei-
nas virales podrian estar interactuando con receptores
de muerte y de esta manera protegiendo a las células de
la apoptosis. Estudios in vitro han demostrado que la
E6 protege a las células de la muerte mediada por TNF
mediante un mecanismo independiente de p53. La inhi-
bicion de esta via puede deberse a que la E6 se une auna
fraccion C-terminal del receptor TNF-R1, bloqueando
la transduccion de la sefial apoptética.?> Adicional-
mente, se ha observado que E6 induce un incremento
en la actividad de NF-«B, asi como de genes blanco
de este factor de transcripcion, como el inhibidor de la
apoptosis clAP-2.28

Otra caracteristica de la E6, es que tiene la capaci-
dad de unirse a los dominios DED de la proteina adap-
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tadora FADD y de la procaspasa-8, mediante lo cual
estimula su degradacion. La disminucién de FADD y
de la caspasa-8 impide una respuesta adecuada a las
sefiales apoptaticas.?’

d lacién delaa i la

Al igual que la ES6, la E7 es una oncoproteina impor-
tante por medio de la cual el VPH modula el ciclo celu-
lar y la supervivencia de la célula infectada. Uno de los
mecanismos por medio de los cuales la E7 promueve
el crecimiento celular y la proliferacion es mediante
la asociacion con la proteina pRB.22 En condiciones
normales, la pRB forma un complejo con la histona
deacetilasa (HDAC) y se une al factor de transcripcion
E2F en la fase G1 del ciclo celular. Esto evita que E2F
induzca la activacion de genes que son necesarios para
la proliferacion, hasta que la célula entra en la fase S.
Sin embargo, cuando E7 se expresa en las células, se
une a pRB y HDAC, liberando a E2F de la represion
ejercida por pRB. Lo anterior resulta en la activacion
constitutiva de genes regulados por E2F. La inacti-
vacion de la capacidad de pRB para detener el ciclo
celular es critica para la transformacion celular, el cre-
cimiento celular incontrolado y la proliferacion indu-
cida por la infeccién viral. Adicionalmente, E7 es un
potente inhibidor de la actividad de p21©'P1 y p27KIPL,
lo que evita el punto de control en la fase G1 del ciclo
celular y permite la sintesis de ADN.%° La estimulacion
de la progresion de G1 a la fase S permite al virus usar
de manera eficiente la maquinaria celular de replicacion
del ADN para lograr la replicacion del genoma viral. La
E7 también interfiere con la desacetilacion de histonas
mediada por HDAC1 y HDAC2, lo que lleva a la acti-
vacion de la transcripcion.®® Dado que se han descrito
funciones antiapoptodticas para pRb, la degradacion de
esta proteina mediante la via de ubiquitina mediada por
E7 sugiere un papel proapoptotico para E7. Al respecto,
se ha observado que E7 induce apoptosis en la retina
de animales transgénicos que la expresan. lgualmente,
fibroblastos de raton en los cuales se indujo la expresion
de E7 de VPH de alto y bajo riesgo cursan con apopto-

sis.31 De acuerdo con estas observaciones, la coexpre-
sién de E7 y p21 en células U20S indujo apoptosis.
Asimismo, la sobreexpresion de E7 en queratinocitos
humanos primarios causd6 muerte celular espontanea
y sensibiliz6 a las células a la apoptosis mediada por
TNF.32 Por otro lado, también existen reportes de la
actividad antiapoptotica de E7. Un ejemplo de ello es
un reciente estudio de Yuan et al., en el cual se sugiere
que la E7 puede inhibir la apoptosis mediada por TNF
en queratinocitos, mediante la regulacion de la expre-
sion de c-1AP2.33 En otro estudio se muestra que la
expresion de E7 en fibroblastos retrasa la apoptosis via
CD95 e impide la apoptosis mediada por TNF, utili-
zando un mecanismo que implica la inhibicién de la
activacion de la caspasa-8.3* En este mismo contexto,
se ha observado recientemente que E7 de VVPH-16 inte-
ractlia con el factor proapoptético Siva-1 para inhibir la
apoptosis inducida por radiacion UV en lineas celulares
de queratinocitos.®® Esta evidencia nos muestra que la
E7 presenta la dualidad de inducir o inhibir la apopto-
sis, dependiendo del tipo celular y del tipo de VVPH.

C ncl i ne

El VPH, al igual que muchos otros virus, ha desarrollado
mecanismos sofisticados para evadir las defensas del
huésped. Entre estas una muy importante es bloquear la
apoptosis para evitar la destruccion de las células infec-
tadas. Para ello, el VVPH cuenta, dentro de su arsenal, con
las oncoproteinas virales E5, E6 y E7. Estas proteinas
atacan ambas vias apoptoéticas, a la vez que estimulan
vias de supervivencia. Todas estas acciones en conjunto
le permiten al virus establecer una infeccion exitosa y en
el caso de la integracion del genoma viral al DNA del
huésped (una consecuencia no deseada del ciclo de vida
del VVPH), latransformacion celulary el inicio del cancer.
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High-risk human papillomaviruses (HR-HPV), as HPV-16, evade
immune recognition through the inactivation of cells of the innate
immune response. HPV-16 E6 and E7 genes down-regulate type | inter-
feron response. They do not produce viremia or cell death; therefore,
they do not cause inflammation or damage signal that alerts the immune
system. Virus-like particles (VLPs), consisting of structural proteins (L1
and L2) of the main HR-HPV types that infect the genitourinary tract,
are the most effective prophylactic vaccines against HR-HPV infection.
While for the high grade neoplastic lesions, therapeutic vaccines based
on viral vectors, peptides, DNA or complete HR-HPV E6 and E7 proteins
as antigens, have had limited effectiveness. Chimeric virus-like particles
(cVLPs) that carry immunogenic peptides derived from E6 and E7 viral
proteins, capable to induce activation of specific cytotoxic T lympho-
cytes, emerge as an important alternative to provide prophylactic and
therapeutic activity against HR-HPV infection and cervical cancer.
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a infeccion por virus de papiloma humano

(VPH) en genitales es una de las enfermedades

de transmision sexual que mas comunmente se
presenta en la poblacion mundial. En 2008, se estimd
que 610 000 (4.8 %) de los 12.7 millones de casos
de cancer reportados en el mundo fueron atribuibles
a la infeccion por VPH, de los cuales 530 000 casos
correspondieron a cancer cervicouterino (CaCU) y
la cantidad restante a cancer de pene, vulva, vagina
y orofaringe.! EI CaCU ocupa el tercer lugar en inci-
dencia y el cuarto lugar en mortalidad por cancer en
mujeres en el mundo (mas de 270 000 muertes al afio).
Es el cancer mas frecuente en paises en vias de desa-
rrollo, donde ocurre el 85 % de los casos (en México el
CaCU ocupa el segundo lugar de incidencia y de mor-
talidad por céncer), lo que representa un problema de
salud publica en estos paises debido a la enorme carga
econémica relacionada con los costos en el cuidado de
lasalud.! La presencia de VPH en préacticamente todos
(99.7 %) los carcinomas del cérvix uterino ha suge-
rido que ese virus es un factor necesario para el desa-
rrollo de esta neoplasia.? En las Gltimas dos décadas,
el estudio de la respuesta inmune hacia las proteinas
estructurales y no estructurales de estos virus ha dado
la pauta para el desarrollo de vacunas profilacticas y
terapéuticas para prevenir y evitar el desarrollo de can-
cer asociado a la infeccion por VPH.

VPH c nce ce ic ein

Los VVPH son una familia de méas de 100 diferentes geno-
tipos virales constituidos por una doble cadena de ADN.
Alrededor de 40 tipos de VPH pueden infectar el tracto
genitourinario y, con base en el espectro de lesiones que
producen, se dividen en VVPH de bajo riesgo (VPH-BR)
y VPH de alto riesgo (VPH-AR).3 El VPH-6y el VPH-
11, que pertenecen a los VPH-BR, producen mas del
90 % de verrugas genitales y papilomas respiratorios;
ademas, se encuentran en un amplio nimero de lesio-
nes de bajo grado: lesiones intraepiteliales cervicales, de
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Los virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-
AR), como el VPH-16, evaden el reconocimiento
inmune a través de la inactivacion de células de la res-
puesta inmune innata. Los genes E6 y E7 del VPH-16
desregulan la respuesta al interferon tipo |. Ademas,
no producen viremia ni muerte celular; por lo tanto, no
producen inflamacion o sefial de dafio que alerte al
sistema inmunoldgico. Las particulas tipo virales (VLP,
del inglés virus-like particles), constituidas por protei-
nas estructurales (L1 y L2) de los principales tipos de
VPH-AR que infectan el tracto genitourinario, son las

ano (AIN), pene (PIN), vagina (VAIN) y vulva (VIN);
mientras que el grupo de VPH-AR, que incluye los tipos
VPH-16, -18, -31, -33, -45, -52 y -58, entre otros, se aso-
cia con el desarrollo de canceres anogenitales e incluye
cancer cervicouterino, vaginal, de cabeza y cuello, de
pene y anal. En el caso particular del CaCU, mas del
99 % de los tumores presentan infeccion por VPH-AR y
el VPH-16 se encuentra en cerca del 50 % de los casos.?

El genoma de los VPH contiene marcos de lectura
abierta que pueden dar lugar a ocho diferentes proteinas:
seis proteinas de transcripcion temprana (E1, E2, E4,
E5, E6y E7) y dos proteinas de transcripcion tardia (L1
y L2). Las proteinas E1 y E2 de transcripcion temprana
regulan la replicacion del ADN y el ARN viral; mien-
tras que las proteinas E4, E5, E6 y E7 intervienen en el
control del ciclo celular, asi como en la transformacion
celular.* Las proteinas L1y L2 se asocian en una propor-
cion de 30:1 para constituir la estructura de la cubierta
viral (capside) que envuelve al ADN circular de doble
cadena, constituyendo asi las particulas virales infec-
ciosas (viriones).® La estructura completa del virion es
icosahédrica, con un didmetro de 50-60 nm y contiene
un total de 72 subunidades de la proteina L1 (60 hexa-
méricas y 12 pentaméricas); mientras que la proteina L2
es una proteina interna que ayuda a la estabilidad de la
particula. Los VVPH tienen como blanco de infeccion las
células de los epitelios y las mucosas, en donde llevan a
cabo su replicacion. Las particulas infecciosas entran a
las células basales o germinales del epitelio estratificado
a través de una lesion o microtrauma. Se ha propuesto
a la integrina alfa-6/beta-4 como receptor de membrana
para unir al virus y a los proteoglicanos de sulfato de
heparina presentes en la membrana plasmatica, para
permitir la entrada del virus a las células germinales.®
Dentro de las células, el genoma viral se mantiene en
estado episomal (ADN completo) en bajo nimero de
copias (de 10 a 200 copias); inicialmente se expresan las
proteinas E1 y E2 para facilitar la segregacion correcta
de los genomas durante la division celular. La infeccion
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vacunas profilacticas mas eficaces contra la infeccion
por VPH-AR. Mientras que para lesiones neoplasicas
de alto grado, las vacunas terapéuticas basadas en
vectores virales, péptidos, ADN o proteinas totales E6
y E7 de VPH-AR, han tenido una efectividad limitada.
Las particulas quiméricas tipo virales (cVLP), que aca-
rrean péptidos de las proteinas virales E6 y E7, y que
inducen la activacion de linfocitos T citotoxicos espe-
cificos, surgen como una alternativa importante para
proveer actividad profilactica y terapéutica contra la
infeccion por VPH-AR y el cancer cervicouterino.

inicial es seguida por una fase proliferativa que conduce
al incremento del nimero de células basales que contie-
nen el genoma viral (figura 1), lo que puede requerir la
expresion de las proteinas E6 y E7, las cuales estimulan
el progreso de la fase de ciclo celular G1 a S. Para que
se produzcan viriones infecciosos, los virus de papiloma
deben amplificar su genoma y empaquetarlo en la par-
ticula protéica.® Esto ocurre en las capas superiores del
epitelio, en el estrato espinoso, donde aumenta la acti-
vidad transcripcional de proteinas involucradas en la
replicacion del ADN viral, como E1, E2, E4y E5, y las
constituyentes de la capside, L1 y L2. El ensamble de
las particulas virales ocurre en el estrato granuloso del
epitelio y eventualmente las células infectadas se desca-
man de la capa superior de este. El proceso infeccioso y
la amplificacion del ADN viral pueden ocurrir entre seis
y doce semanas, mientras que el desarrollo de lesiones
malignas en dos o mas afios (figura 1).8

Re e ain neal VPH

La defensa del hospedero ante una infeccion viral
resulta de la colaboracion entre la inmunidad innata
(fagocitos, proteinas solubles y barreras epiteliales)
y la inmunidad adaptativa (anticuerpos, células coo-
peradoras y citotoxicas). El sistema inmune innato a
través de macrofagos, células de Langerhans y células
dendriticas detecta las particulas virales y actia como
primera linea de defensa, eliminando la mayoria de las
intrusiones; no tiene memoria especifica, pero es res-
ponsable de activar la inmunidad adaptativa, la cual
por medio de mecanismos efectores humorales y celu-
lares exquisitamente especificos hacia los antigenos
foraneos puede generar células de memoria de larga
vida. En el caso particular de la infeccién por VPH,
este patdgeno ha desarrollado mecanismos de evasion
de la respuesta inmune del huésped (figura 1). El ciclo
infeccioso del virus ocurre por si mismo (es un meca-
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Ciclo Infeccioso 6-12

Ensamblaje y liberacion de viriones

Las proteinas L1, L2 Y E4 son

producidas

Amplificacién del genoma viral, mas de
1000 copias por célula. Las proteinas
E1, E2, E5, E6, Y E7 son producidas

Amplificacion del ADN viral en
células que no se dividen

semanas,..

Los VPH infectan queratinocitos de
la capa basal, 10 copias por célula.
Las proteinas E2, E5, E6 y E7 son

producidas. El virus se replica junto

con la célula

0
semanas

PR

Evasion de la respuesta
inmune innata por VPH-AR

La infeccion por VPH-AR disminuye los
sensores de la respuesta inmune innata,

y las proteinas E6 Y E7 inhiben la respuesta a
interferones tipo 1

Las células de Langerhans (CL) o células

dendriticas (CD) estromales no son activas, no
| hay migracién, procesamiento ni presentacion
antigénica

Los queratinocitos infectados no liberan

citocinas proinflamatorias

Bajo niveles de proteina, no hay viremia, no hay
muerte celular ni inflamacion.

ig a1 Ciclo infeccioso y mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata durante la infeccion por VPH-AR?
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nismo de evasion del sistema inmune), debido a que
el VPH es un patégeno exclusivamente intraepitelial;
no se presenta una fase de transmision sanguinea o
viremia en el ciclo de vida, y solo cantidades mini-
mas de virus estan expuestas a las defensas inmunes.”
Ademas, no hay citolisis 0 muerte citopatica como
consecuencia de la replicacion del virus; por lo tanto,
no hay inflamacion y durante la mayor parte del ciclo
de infeccion por VPH, parece haber poca o ninguna
liberacion de citocinas proinflamatorias importantes
para la activacion y la migracion de las células presen-
tadoras de antigeno (CPA) en el microambiente local.”
Por ejemplo, se sabe que los interferones de tipo I,
principalmente IFN-alfa e IFN-beta, tienen actividad
antiviral, antiproliferativa y antiangiogénica, ademas
de participar en la activacion de la respuesta adapta-
tiva mediante la inmunidad innata.® Los VPH-AR tie-
nen mecanismos que inhiben la sintesis de interferon
y las vias de sefializacion intracelular; por ejemplo,
las proteinas E6 y E7 del VPH-16 pueden interactuar
directamente con los componentes de las vias de sefia-
lizacion del interferon, lo cual favorece la evasion de
la respuesta inmune (figura 1).°

A pesar de los mejores esfuerzos del virus para
evadir las defensas del huésped, por lo menos
entre 80 y 90 % de las infecciones genitales por
VPH se resuelven con el devenir del tiempo.X°
Las verrugas anogenitales y las neoplasias intraepi-
teliales de bajo grado (NIC-1) se revierten gracias
a la respuesta inmune mediada por células, que esta
dirigida contra proteinas virales de transcripcion
temprana, especialmente contra las proteinas E2 y

E6.1112 Este proceso esta acompafiado por una infil-
tracion masiva de las células mononucleares (CD4+,
CD8+, CD56 y macrdfagos) en la lesion y la expre-
sion de las citocinas Th1.23 En un estudio histolégico
prospectivo de 12 meses en lesiones de NIC-1, la
regresion observada durante ese periodo de estudio
se correlaciono fuertemente con la presencia de célu-
las citotoxicas (granzima B+ CD8+ y granzima B+
CD56+) y linfocitos T CD8+, que expresan la inte-
grina alfa-4/beta-7 en las lesiones cervicales coilo-
citicas y en las lesiones NIC-1, pero estan ausentes
0 presentes en nimeros reducidos en lesiones NIC
de alto grado (NIC-2/3).13 Sin embargo, a pesar de
esta intensa respuesta local, las respuestas sistémi-
cas de células T antigeno-especificas son débiles y
a menudo transitorias. La respuesta inmune celular
contra el VPH es seguida de cerca por la seroconver-
sion y la produccion de anticuerpos, especificamente
hacia la proteina L1 de la capside viral.1 Los titulos
de anticuerpos que siguen a la infeccion natural por
VPH son bajos, y se ha encontrado que para los virus
de papiloma mejor estudiados (VPH-6, -11, -16 y -18)
los tiempos promedio de seroconversion exceden los
seis meses; parece que entre un 30 y un 50 % de indi-
viduos con evidencia de infeccion genital persistente
por VPH nunca adquieren anticuerpos, lo cual puede
asociarse a un estado de progresion de la enferme-
dad.’ En el CaCU, la seropositividad para los VPH-
AR esta generalmente reportada entre 30 y 50 % de
las pacientes.® Por otra parte, respuestas inmunes
humorales en contra de las proteinas E6 y E7 son
consideradas como un marcador de progresion tumo-
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ral.1” Esto se debe a que la integracion de los oncoge-
nes E6 y E7 del VPH-AR en la célula huésped causa
inestabilidad gendmica, lo que puede conducir a la
progresion maligna.l” En el epitelio infectado y en el
endotelio microvascular subyacente, la expresion de
las principales citocinas, moléculas de adhesion, qui-
miocinas y receptores de quimiocinas se encuentra
desregulada. Por lo tanto, incluso si se han generado
linfocitos T citotoxicos especificos contra el VPH,
su penetracion en el epitelio es pobre y las células
T reguladoras dominan cada vez mas las lesiones y
suprimen la respuesta efectora asesina.'®

Vac na ¢ n alainfecciéon VPH

En 1991 el grupo de investigacion de Zhou y Fra-

(proteina principal de la capside de VPH) en células
eucariotes y con ello los investigadores demostraron
que estas proteinas podian autoensamblarse en par-
ticulas similares a virus (VLP, del inglés virus-like
particles), lo que marcé la base para el desarrollo de
vacunas efectivas de primera generacion para pre-
venir la infeccion por VPH. De hecho, las vacunas
profilacticas comerciales que incluyen VLP de los
tipos VPH-16 y -18 (Glaxo SK) y VPH-6, -11, -16
y -18 (Gardasil, Merck Co) generan altos titulos de
anticuerpos neutralizantes con especificidad hacia
la proteina L1 (entre 100 y 1000 veces méas que los
encontrados en infecciones naturales) y una memoria
robusta inmune.?°

Los ensayos clinicos actuales han demostrado que
estas vacunas proporcionan proteccion sostenida con-
tra neoplasias intraepiteliales de grado | en el cuello

zer!® logrd expresar por primera vez la proteina L1

uterino (NIC-1), en vulva (VIN) y vagina (VAIN), asi

C ad Resumen de estudios clinicos con vacunas terapéuticas en pacientes con neoplasias positivas a VPH-1623

Tipo de L . . Respuesta clinica
vacuna Composicion Fase Pacientes Respuesta inmune e
VPH-16 E7 (86-93) | 12 CaCU, Cava CD8+ para E7
Péptidos” VPH-16 E7 (12-20), E7 (86-93) Il 19 CaCU NO CD8+ para E7 Zi/:)’A’RiP
VPH-16 E7 (12-20), E7 (86-93) I 18 CaVu CD8+ para E7 10 pac.
VPH-16 E7+HSP-65/BCG" Il 22 HSIL ND
VPH-16 L2+E6+E7 TA-CIN T | 40 Voluntarias CD8+ para E6y E7
’ VPH-16 L2+E6+E7 W 29 i 20 % RP
Proteinas TA-CIN+TA-VPH T 11.6 % RC
VPH-16 E6+E7 + ISCOMATRIX ' I ﬁ“'\c"_(lzl;' 1ONIC-I 13 CD8+ 18 pac.
VPH-16 E7 +PD-E7 INFL' 1 5 NIC-1ll, 2 NIC-II CD4+/CD8+ para E7
Células CD+ VPH-16/-18 E7 Proteina | 15 CaCU IV CD8+ 4 pac., Ac. 8 pac.
dendriticas” ﬁ_'?; VPH-16/-18 ET Proteina+ | 4CaCU (VPH-16/18+) CDA4+ 2 pac. CD8+4pac.
ZYC10la+ DNA-Pep VPH-16 E7 | 12 displasia anal CD8+ 10 pac.
DNA zyc1o1-t | 15 NIC-II/m CD8+ 1lpac. 2 OA:) RP
gilg;agfxﬁ;ep VPH-16/18 I 127 NIC-III CD8+ 80 pac. 2TYRC
TA-VPH VPH-16/18 E6/E7 * | 8 CaCuU I-llIB Ac. 3 pac., CD8+ 8 pac.
TA-VPH# | 29 CaCuU I-1IB Ac. 8 pac., CD8+ 4 pac.
Vectores TA-VPH# Il 12 VIN Ac. 10 pac., CD4+ 6 pac. 20 % RP
virales TA-VPH?* I 18 VIN CD8+ 8, Ac. 1 pac. 30% RC
MVA-E2 I-1l 36 NIC-1I/I Ac., CD4+, CD8+
MVA-E2 § Il 34 NIC-1, 11, 11l Ac., CD4+, CD8+
39 % RP
VLP L1-E7 L1 VLP-E7 I-1l 39 NIC-1I/1l Ac. IgG 39 pac. NICII/III > NICI

56 % I-VPH > Normal

VPH = virus de papiloma humano; IL-2 =

interleucina-2; HSIL =

lesion intraepitelial de alto grado; NIC = neoplasia intraepitelial cervical;

VIN = neoplasia intraepitelial vulvar/vaginal; Pac. = pacientes; CaCU = cancer cervicouterino; CaVu = cancer de vulva = CaVa = cancer de
vagina; Ac. = anticuerpos; Pep. = péptidos; RP = remision parcial; RC = remisién completa

“Por via subcuténea; Tvia intramuscular; *por escarificacion dermal; 8 via intrauterina
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como contra lesiones de condilomas atribuibles a varios
tipos de VPH (-6, -11, -16 y -18) en méas de 90 % de
los casos, y una importante reduccion en la incidencia
de estas enfermedades. Por otro lado, aunque la capa-
cidad inmunogénica de las VVLP de primera generacion
es generalmente de tipo especifica, actualmente se estan
generando vacunas profilacticas de segunda generacion
que incluyen en su composicion secuencias de la pro-
tefna estructural L2, las cuales son conservadas entre
los diferentes genotipos de VPH, lo que dara lugar a
la generacion con mayor efectividad de vacunas profi-
lacticas polivalentes.?* Sin embargo, la eficacia de las
vacunas profilacticas frente a lesiones con la presen-
cia real de ADN de VPH-16 o de VVPH-18 es pobre.??
Por lo tanto, se convierte en una prioridad el desarro-
llo de vacunas terapéuticas, destinadas a inducir una
respuesta inmune celular, particularmente contra las
oncoproteinas E6 y E7, ya que estas se expresan pre-
dominantemente en las células malignas y ademas son
importantes para mantener su estado transformado.
En consecuencia, en los Ultimos afios se han generado
vacunas terapéuticas que incluyen las proteinas E6 y
E7 como antigenos de manera total o en péptidos, ya
sea asociadas a vectores virales recombinantes y células
dendriticas activadas, o0 que contienen &cidos nucleicos
codificantes para estas proteinas (cuadro I).23

Las evaluaciones de estas vacunas en personas
sanas o pacientes con CaCU, NIC, VIN, VAIN o
lesiones perianales, asi como en personas afectadas
por verrugas genitales o papilomas laringeos, han
mostrado seguridad, viabilidad, tolerabilidad e inmu-
nogenicidad.?® Sin embargo, a pesar de los datos
preclinicos optimistas, la evidencia de beneficio tera-
péutico de respuestas inducidas por linfocitos T en los
seres humanos ha sido limitada, probablemente debido
a que los primeros ensayos clinicos se realizaron con
pacientes en la fase final de la enfermedad, que esta-
ban inmunocomprometidos, tanto por la enfermedad
como por el tratamiento previo. Por otro lado, existen
resultados prometedores en casos con lesiones intrae-
piteliales menos avanzadas (CIN, VIN, VAIN); sin
embargo, ninguno de los estudios fue disefiado para
mostrar una diferencia estadistica importante entre los
grupos vacunados y el placebo, ademas de una pobre
correlacion entre la respuesta clinica y la respuesta
inmune en los pacientes cuando se analizaron los lin-
focitos T de sangre periférica o citocinas.?*

Recientemente se ha reportado una estrategia basada
en la construccion de VLP quiméricas (cVLPs) que
fusiona las proteinas estructurales L1y L2 con secuen-
cias antigénicas de las proteinas E6 y E7, con lo que se
logra una particula mas completa en cuanto a equivalen-
cia antigénica con los viriones.?> En un primer estudio
clinico, se aplicaron cVLP para el tratamiento de pacien-
tes infectadas con VPH-16 que presentaban NIC2/3 de

alto grado.? El tratamiento consisti6 en 2 dosis paren-
terales de 75 o 250 pg, en pacientes voluntarias a las
que se les evalu6 la reduccion del tamafio de sus lesio-
nes, en el grado de NIC y la pérdida de DNA viral. La
vacunacion result6 en un aumento en la concentracion
de anticuerpos contra L1 de hasta 100 veces mas que los
titulos normales del grupo placebo. También se observo
estimulacion de respuesta inmune celular contra las dos
proteinas.?® Este tratamiento resulté seguro y por tanto
marco la pauta para la generacién de otras estrategias en
cuanto al disefio y desarrollo de cVLP.

Siguiendo esta estrategia, nuestro grupo de inves-
tigacion ha generado cVLP empleando plantas como
biofabricas productoras de proteinas antigénicas.?’
Las cVLP generadas estan constituidas por la proteina
estructural L1 y péptidos inmunogénicos de las pro-
teinas E6 y E7 de VPH-16 con capacidad de estimular
linfocitos T citotoxicos.?® Ratones inmunizados con
estas particulas produjeron anticuerpos IgG, los cua-
les fueron persistentes por mas de un afio y capaces
de reconocer especificamente particulas constituidas
de la proteina L1 de VPH-16 y con fuerte actividad
neutralizante.?® La inmunizacién con estas cVLP
evitd el crecimiento tumoral en ratones previamente
inmunizados e inhibi6 entre 50 y 70 % el crecimiento
tumoral cuando los ratones fueron inmunizados de
manera simultanea o después del reto tumoral.2® Estos
resultados permiten sugerir que las cVLP generadas
en plantas pueden ser una opcion viable para producir
vacunas con potencial profilactico y terapéutico para
el tratamiento de infecciones y lesiones producidas por
VPH-AR. En consecuencia, las propiedades profilac-
ticas y terapéuticas de las cVLP abren una importante
perspectiva para su amplio uso en la clinica, por lo que
consideramos que este tipo de estrategias puede ser de
gran utilidad para contrarrestar el desarrollo de neo-
plasias producidas por VPH-AR vy, sobre todo, para
poder tener acceso en paises de bajos recursos, donde
la infeccidn por este tipo de virus de papiloma reper-
cute fuertemente como un problema de salud publica.
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Alteraciones epigenéticas
en la progresion del cancer
cervicouterino

Magdalena Rios-Romero,? Ana Guadalupe Soto-Valladares,?
Patricia Pifia-Sanchez?

Epigenetic alterations in cervical cancer
progression

Despite the use of the screening test, such as Papanicolaou, and the
detection of human papillomavirus (HPV), cervical cancer remains as
a public health problem in México and it is the second leading cause of
death for malignant neoplasias among women. High-risk HPV infection
is the main risk factor for the development of premalignant lesions and
cervical cancer; however, HPV infection is not the only factor; there are
various genetic and epigenetic alterations required for the development
of neoplasias; some of them have been described and even in some
cases they have been suggested as biomarkers for prognosis. However,
in contrast with other cancer types, such as breast cancer, in cervical
cancer the use of biomarkers has not been established for clinical appli-
cations. Unlike genetic alterations, epigenetic alterations are potentially
reversible; in this sense, their characterization is important, since they
have not only a potential use as biomarkers, but they also could repre-
sent new therapeutic targets for treatment of cervical cancer. This review
describes some of the more common epigenetic alterations in cervical
cancer and its potential use in routine clinical practice.
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C nce ce ic ein

El cancer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de
muerte por neoplasias malignas en mujeres en México,
por lo cual continda siendo un problema de salud
publica. En 2011 el CaCU representd 10.4 % del total
de muertes por neoplasias malignas en nuestro pais.! El
CaCU es precedido de lesiones preneoplasicas conoci-
das como lesiones epiteliales escamosas de bajo grado
(LEBG) y lesiones epiteliales escamosas de alto grado
(LEAG), seglin la clasificacion de Bethesda, o neoplasia
intraepitelial grado I, II y III segun la clasificacion de
Richard.? Su principal factor etiologico es la infeccion
persistente de virus de papiloma humano (VPH) de alto
potencial oncogénico.® Sin embargo, la infeccion por si
sola no es suficiente para el desarrollo de CaCU, ya que
muchas mujeres pueden estar infectadas con VPH y no
desarrollar cancer, por lo que otros cofactores participan
en desarrollo de esta neoplasia.* El cancer es considerado
como un conjunto de enfermedades asociadas a diversas
alteraciones genéticas. En el CaCU se han caracterizado
un gran nimero de alteraciones genéticas, como las abe-
rraciones cromosomicas, en las que destacan las ganan-
cias en las regiones 3g21-g22, 5p15.2, y 5p13, asi como
pérdidas en las regiones cromosomicas 3pl2, 3pl4.2,
13q14, entre otras.>8 Respecto a los perfiles globales de
expresion, se han identificado genes de la via Wnt.”

Sin embargo, el cancer no es un producto exclusivo
de alteraciones genéticas. Desde inicios de la década
de los ochenta se reportaron alteraciones epigenéticas
en el cancer. Algunos eventos, como la hipermetila-
cion de regiones promotoras, participan en la inicia-
cion y la progresion de diversos tipos de cancer, y se
consideran un mecanismo clasico de inactivacion de
genes supresores de tumor.8 Actualmente se considera
que las alteraciones en expresion y las mutaciones
pueden derivar de alteraciones epigenéticas, cuyas
consecuencias funcionales pueden ser equivalentes a
las generadas por alteraciones genéticas.®

Alteraciones epigenéticas en el CaCU

La epigenética es el estudio de los cambios heredables
en la expresion génica que no involucran alteraciones
en la secuencia del DNA. Se conocen cuatro modifi-
caciones epigenéticas que se encuentran intimamente
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A pesar del empleo de los métodos de tamizaje como
el Papanicolaou y la deteccion de virus del papiloma
humano (VPH), el cancer cervicouterino (CaCU) sigue
siendo un problema de salud publica en México, ya
gue es la segunda causa de muerte por neoplasias
malignas en mujeres. La infeccién por VPH de alto
potencial oncogénico es el principal factor de riesgo
para el desarrollo de lesiones precursoras y CaCU; sin
embargo, no es suficiente, dado que se requiere de
diversas alteraciones genéticas y epigenéticas para el
desarrollo de la neoplasia y un gran numero de ellas
han sido descritas, incluso en algunos casos se ha

relacionadas entre si: la metilacion del DNA, las modi-
ficaciones en histonas, la impronta génica y la regula-
cién mediada por RNAs no codificantes (figura 1).1°
Gran parte de la investigacion en epigenética se enfoca
en cambios en la estructura de la cromatina, como la
metilacion del DNA y las modificaciones en histonas.

e ilacion del

La metilacion del DNA es la principal modificacion en
genomas eucariontes. Consiste en la adicion covalente
de un grupo metilo (CH3) al carbono 5 de las citosinas
en el contexto de dinucledtidos CpG, mediante DNA
metil transferasas (DNMT). Las islas CpG (ICG) (regio-
nes ricas en GpC asociadas a promotores de genes, de
por lo menos 200 pb de longitud) participan en la regu-
lacion de la expresion. Se calcula que aproximadamente
de 60 a 70 % de los genes humanos poseen ICG en sus
regiones regulatorias. En condiciones normales, las ICG
estan protegidas de la metilacion, lo cual esta asociado
con una configuracion abierta de la cromatina, caracteri-
zada por la presencia de histonas acetiladas.!?

La hipermetilacién a nivel local estd relacionada
generalmente con el silenciamiento del gen asociado. El
incremento en la metilacion del DNA provoca un impe-
dimento en la union de factores de transcripcion y por lo
tanto la regulacién negativa de la expresion del gen. La
hipermetilacion es un fenomeno clésico de inactivacion
de genes supresores de tumor (como Rb, VHL, CDKN2,
BRCA, APC y GSTP1) que estan asociados al desarro-
llo de cancer.'? En algunos tipos de cancer, como el de
mamayy el de colon y recto, se ha sugerido que existe un
“fenotipo metilador de ICG”, en el que multiples genes
en las células malignas se encuentran frecuentemente
metilados; esto, asociado a caracteristicas clinicas parti-
culares, podria servir como base para clasificar distintos
subtipos tumorales.!® Se ha observado que algunos de
los genes que forman parte de este fenotipo constituyen
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sugerido su uso como biomarcadores en la progre-
sién o predictivos de respuesta. A diferencia de lo que
sucede con otros tipos de cancer, como el de mama,
en el CaCU no se ha establecido el uso de marcado-
res para su aplicacion en la clinica. A diferencia de las
alteraciones genéticas, las alteraciones epigenéticas
son potencialmente reversibles y su caracterizacion no
solo tiene potencial para el uso como biomarcadores,
sino como blancos de nuevas terapias. En esta revi-
sién se describen algunas de las alteraciones epige-
néticas mas caracteristicas en el CaCU, con potencial
uso para la clinica.

supresores de tumor clasicos, como p16, MLH1, APC y
HIC1, entre otros.}4

Se han descrito un gran nimero de genes cuyo per-
fil de metilacion es diferencial, al comparar epitelio
sin alteraciones neoplasicas con lesiones precursoras
0 CaCU. Sin embargo, solo algunos son consistente-
mente metilados en diversos estudios: DAPK1, RASSF1,
CDH1, CDKN2A, MGMT, RARB, APC, FHIT, MLH1,
TIMP3, GSTP1, CADM1, CDH13, HIC1y TERT,; algu-
nos de estos datos provienen de estudios globales de
metilacion que tenian por objetivo identificar nuevos
marcadores asociados a CaCU.%® La hipermetilacion de
SOX'y WT1 en epitelios sin alteraciones neoplésicas se
asocia al desarrollo de lesiones precursoras,'® mientras
que la hipermetilacion de hTERT en lesiones precurso-
ras se asocia con la progresion a CaCU.Y Se ha suge-
rido que la hipermetilacion de genes como BRCAL y
RARbeta puede ser utilizada como marcador predictivo
de mal prondstico en CaCU, debido a la falla en la res-
puesta a tratamiento basado en radioterapia.'® También
se sugiere que DAPK y FAS son predictores de respuesta
a radio y quimioterapia, ya que pacientes con una mala
respuesta a terapia presentaron mayores indices de meti-
lacion que las pacientes con una buena respuesta.t®

En el céncer, el genoma se encuentra hipometi-
lado a nivel global; se ha demostrado que la inactiva-
cion de DNMT3 genera inestabilidad cromosomica e
inmortalizacion.?0 En este sentido, se ha asociado a la
hipometilacion global con la progresion de lesiones
precursoras a CaCU.%! Sin embargo, a pesar de que la
hipometilacion fue la primera alteracion epigenética
descrita en el cancer, esta no esta tan extensivamente
estudiada como el fenémeno de hipermetilacion.

Cbédig de i na

Las histonas estan organizadas en octameros formados
por tres tipos de histonas: H2A, H2B, y H3 y H4. Las
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histonas tienen una regién amino-terminal rica en resi-
duos de lisinas (K), que son susceptibles a modificacio-
nes post-traduccionales, de las cuales la metilacion y la
acetilacion son las mas estudiadas. Estas modificaciones
afectan la interaccion DNA-histonas, lo cual conduce a
cambios en la transcripcién de genes, la reparacion del
DNA, la replicacion del DNA y la organizacion de los
cromosomas.? El conjunto de modificaciones en las his-
tonas constituye un codigo que indica si esa region de la
cromatina debe activarse o inactivarse. Existen ejemplos
bien caracterizados de marcas de histonas asociadas a
la apertura o cierre de la cromatina, como la acetilacion
de la lisina 9 en la histona 4 (H4K9 ac), que se asocia a
una transcripcién activa de genes, y la trimetilacion de
la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3), que se asocia a
una represion de la transcripcion. EI modelo del cddigo
de histonas propone que la combinacion de estas marcas
promueve un fenotipo de activacion o silenciamiento y
no las modificaciones individuales.?

En lesiones precursoras, se describieron alteraciones
en las formas fosforiladas y acetiladas de la histona H3
asociadas a la progresionde NIC 1aNIC Iy de NIC Il a
NIC 111.% EI gen RARbeta2 se ha encontrado silenciado
debido a la metilacion de su promotor; sin embargo, se
ha reportado su silenciamiento asociado a la desaceti-

lacion de H3 y H4 y a la reduccion de los niveles de
H3me2K4 y a altos niveles de H3me2K9, indepen-
dientemente de la hipermetilacion de su promotor.2*
Variantes de histonas tales como H2AX son fosforiladas
(Ser139) en respuesta a rompimientos de DNA de doble
cadena; estudios in vivo han sugerido la presencia de
g-H2AX como predictor de respuesta en el tratamiento
de tumores con cisplatino y radioterapia; sin embargo,
estos estudios estan alin en fase de experimentacion.?®

RNA no codificantes

Los RNA no codificantes (ncRNA) constituyen un
gran grupo de RNA que no se traducen a proteinas. De
acuerdo con su tamafio se divien en dos grandes grupos:
los ncRNA pequefios de 20-200 nt, que estan constitui-
dos por los miRNA, siRNA, piRNA y estan involucra-
dos en la regulacion de la estabilidad y eficiencia de la
traduccion de mRNA,; y los ncRNA largos (INcRNA)
de méas de 200 nt, que tienen funciones como regula-
dores de la transcripcion mediante el reclutamiento de
complejos remodeladores de la cromatina.2

Los miRNA son secuencias de RNA de 22 nt, cuya
funcién es regular la expresion génica a nivel pos-

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5212-7

transcripcional, inhibiendo la traduccién de proteinas,
mediante su unién al extremo 3"UTR de RNAm. Un gran
namero de reportes se han publicado en cuanto a su bio-
génesis, procesamiento, anotacion, funcion, asi como en
relacién con su papel en enfermedades como el cancer.
La base de datos Mirbase (www.mirbase.org) reporta
1872 miRNA en humanos. Los perfiles de expresion de
los miRNA en cancer se proponen como huellas asocia-
das con el diagndstico, estadio, progresion, pronostico
y respuesta a tratamiento.2” En particular en el CaCU
existe abundante informacion sobre alteraciones en la
expresion de los miRNA. Por ejemplo Pereira et al.?8
identificaron que en las secuencias miR-143, miR-145,
miR-99a, miR-26a, MiR-203, miR-513, miR-29a y
miR-199a esta significativamente disminuida la expre-
sion en lesiones precursoras y CaCU con respecto a las
muestras normales; en contraste con miR-148a, miR-
302b, miR-10a, miR-196a y miR-132, los cuales estan
sobreexpresados. Por otra parte, se ha determinado que
la sobreexpresion de miR-375 y miR-224 esté asociada
a la resistencia adquirida a paclitaxel®® y a pobre pro-
néstico,3° respectivamente, por lo que su validacion es
importante para su uso como potenciales marcadores
de progresion y respuesta a terapia. En particular se ha
evaluado la expresion de los miRNA en relacion con la
infeccion de VPH, en la que se sugiere la desregulacion
en la expresion del cluster miR-15/16, la familia miR-
17-92, miR-21, miR-23b y miR-342 via E6-p53; y del
cluster miR-106b/93/25 via E7—pRb.3!

Al igual que los miRNA, los IncRNA han sido aso-
ciados a diversos tipos de cancer, entre ellos, de colon,
de vejiga, de mama, hepatocelular, el neuroblastoma,
de prostata, la leucemia, de tiroides y recientemente
al CaCU.*? Uno de los primeros estudios en los que
se reportaron alteraciones en la expresion de IncRNA
involucr6 al gen improntado H19; posteriormente, se
identificaron aberraciones en el imprinting o deleciones
en 58 % de los casos de CaCU, por lo que se sugeria
su participacion en la progresion tumoral.®® En mode-
los celulares (CasKi), el LncRNA MALAT1 participa
en eventos como la apoptosis, ya que su expresion se
asocia con la regulacion de caspasa 3, caspasa 8, Bax, y
BclXL.3* Landerer et al. reportaron baja expresion de
los INcRNA mitocondriales ASncmtRNAs-1 y ASncm-
tRNASs-2 y sugirieron su implicacion en la transforma-
cion y progresion neoplasica. Después, se identificaron
IncRNA diferencialmente expresados en lesiones pre-
cursoras, pero no estan del todo caracterizados.36

Biomarcadores y terapias epigenéticas en
Cc nce

La deteccion de las alteraciones epigenéticas puede
utilizarse para el diagndstico, prondstico y respuesta
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a terapia en diversos tipos de cancer. Se estima que el
silenciamiento por metilacion se encuentra 10 veces
mas representado que la inactivacion por mutacion
génica.®” En gliomas de bajo grado y en glioblastoma,
la metilacion de MGMT se utiliza como marcador de
respuesta a temozolamida.3®

Aunque el uso de algunos biomarcadores epige-
néticos en cancer estd bien sustentado (por ejemplo
MGMT en glioblastomas), las marcas de histonas y
la expresion de IncRNA han sido poco estudiadas
en cancer en general y en particular en el CaCU. La
metilacion del DNA, el ncRNA vy los codigos de his-
tonas esta estrechamente relacionada, por lo que la
integracion de estos fendmenos en los procesos de
transformacion y progresion es importante no solo en
el contexto de su uso como biomarcadores, sino en el
entendimiento de los procesos que conducen al cancer.
Dado que en el CaCU no existen biomarcadores bien
establecidos (como en el caso del cancer de mama o
el de prostata), es necesario estudiar moléculas candi-
datas que sean capaces de predecir factores clinicos
como la progresion, la sobrevida y la respuesta a la
terapia. Hasta ahora hemos descrito evidencias que
apoyan un papel relevante de las alteraciones epigené-
ticas en el CaCU y que constituyen un fenémeno tem-
prano y general en estos tumores. Estas caracteristicas
las convierten en un blanco ideal para el desarrollo de
nuevos biomarcadores y de nuevas terapias.

aa ien delCaC e eci ade de n
abordaje epigenético

A diferencia de los marcadores genéticos, las marcas
epigenéticas son potencialmente reversibles. La Food
and Drug Administration (FDA) de los Estados Uni-
dos aprobd dos farmacos que inducen hipometilacion:
la 5-azacitidina y la decitabina (5 aza deoxicitidina).
Ambos farmacos inhiben la DNMT1 y se le unen este-
quiométricamente, lo cual impide que lleve a cabo la
reaccion enzimatica de metilacion.3® La 5-azacitidina
y la decitabina son farmacos frecuentemente utiliza-
dos como tratamientos de Gltima linea para pacientes
con leucemia mieloide aguda (AML) y sindrome mie-
lodisplasico (MDS). Por otro lado, los inhibidores de
HDAC son otro tipo de farmacos que han sido pro-
bados en la clinica para el tratamiento de neoplasias
hematoldgicas. Un ejemplo de estos es el Vorinostat,
que fue aprobado en el 2007 por la FDA para tratar
el linfoma cutaneo avanzado de células T (CTCL).%°
Se ha sugerido que la combinacién de farmacos
desmetilantes e inhibidores de las HDAC, como el
acido valproico, podria incrementar la respuesta cli-
nica, ya que esto conduce a la reexpresion de genes
que anteriormente estaban silenciados, asi como a la
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sensibilizacion de células tumorales al tratamiento con
otros agentes quimioterapéuticos o radioterapia.*!

Algunos ensayos clinicos han mostrado un benefi-
cio de la terapia epigenética basada en &cido valproico
e hidralazina en pacientes con CaCU en etapas avan-
zadas. En esos ensayos se ha aseverado una mejor
sobrevida, libre de progresiéon (media 10 meses) res-
pecto al grupo control (media 6 meses); sin embargo,
las caracteristicas moleculares asociadas a dicha res-
puesta no se han caracterizado.*?

Por otra parte, existen algunos estudios en fase cli-
nica que evaltan el uso de los RNA antisentido en el
tratamiento de tumores sélidos, como trabedersen, que
se evalud en un estudio fase Il para el tratamiento de
glioblastomas,*® y oblimersen, cuyo blanco es la fami-
lia BCL-2 y ha sido utilizado en pacientes con cancer
de mama** Actualmente se desarrollan varios ensayos
in vitro para evaluar la inhibicién de algunos ncRNA,
como miR-214, como medida para incrementar la sen-
sibilidad al cisplatino, asi como el uso de ribozimas
dirigidas contra el VPH;*® sin embargo a la fecha no se
han publicado ensayos clinicos en los que los ncRNA
sean evaluados como blancos terapéuticos en el CaCU.

C ncl i ne e ecia

Las alteraciones epigenéticas abarcan multiples feno-
menos que en conjunto contribuyen a la carcinogéne-

sis del CaCU. La evidencia de los tltimos afios sugiere
que estas alteraciones pueden utilizarse como marca-
dores de prondstico clinico o predictivo. La lista de
genes hipermetilados en céncer con potencial uso en
la clinica continta creciendo, lo cual sugiere que es
un fendmeno prevalente y podria utilizarse de manera
mas extensa en diversas neoplasias. Una de las ten-
dencias hacia las que se dirige la investigacion en este
campo es la relacionada con evaluar maltiples mar-
cadores epigenéticos en paralelo, lo cual incrementa
considerablemente la sensibilidad y la especificidad de
estos y, por lo tanto, su valor predictivo o pronéstico.
La integracion de la informacién epigenética generada
en la investigacion basica y clinica sera fundamental
para mejorar el diagnostico, pronéstico y tratamiento
de neoplasias como el cancer cérvicouterino.
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Via de senalizacion Wnt y
cancer cervicouterino
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Whnt signalling pathway and cervical cancer

Cervical cancer (CC) is a pathology that arises in the cervical epithelium,
whose major cause of risk is human papillomavirus (HPV) infection. Due
to the fact that HPV infection p is not enough to generate a carcino-
genic process, it has been proposed that alterations in the Wnt signaling
pathway are involved in cervical carcinogenesis. The Wnt family con-
sists of 13 receptors and 19 ligands, and it is highly conserved phyloge-
netically due to its contribution in different biological processes, such as
embryogenesis and tissue regeneration. Additionally, this signaling path-
way modulates various cellular functions, for instance: cell proliferation,
differentiation, migration and cell polarity. This paper describes the Wnt
signaling pathways and alterations that have been found in members of
this family in different cancer types and, especially, in CC.
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Wnt receptors  Receptores Wnt
Cervical intraepithelial neoplasia  Neoplasia intraepitelial cervical
Papilloma  Papiloma
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Los ligandos Wnt comprenden una gran familia de
proteinas que activan un variado grupo de vias de sefia-
lizacién, por medio de las cuales se regulan diversos
procesos vinculados con el desarrollo y la fisiologia,
como la embriogénesis, la polaridad, la migraciony la
diferenciacion celular.! Sin embargo, un mal funcio-
namiento de esta via tiene importantes consecuencias
en la carcinogénesis y el desarrollo de enfermedades
degenerativas; asimismo, esta via se ha relacionado en
otros procesos como la inflamacion y la regeneracion
de heridas.?* El término Wnt deriva de la contraccion
de los nombres Wingless e Integrase-1. Con el primero
se acufid al gen cuya ausencia genera un fenotipo sin
alas en la Drosophila melanogaster, y el segundo dio
el nombre al gen que, segln se reportod, se integraba al
virus de tumor mamario murino en los ratones; con los
afios se determin6 que ambos genes eran homdlogos,
por lo que se les renombrdé Wnt (de Wingless-related
integration site).>® Se han identificado 19 genes Wnt
en mamiferos, los cuales codifican para proteinas ricas
en cisteina, suceptibles a modificaciones post-traduc-
cionales como glicosilaciones y palmitolaciones, que
les confieren caracteristicas hidrofobicas, por lo que al
ser secretadas proveen sefiales autécrinas y paracrinas
que median la comunicacion entre células.®

La familia de ligandos Wnt incluye miembros filo-
genéticamente conservados; esto hace que mantengan
similitudes importantes que permiten la interaccion
indiscriminada de estos ligandos con diferentes recep-
tores. Los receptores mejor caracterizados para los
ligandos Wnt son los de la familia frizzled (FZD); sin
embargo, otros receptores/co-receptores han sido invo-
lucrados en la activacion de la sefializacion de esta via,
incluyendo la proteina relacionada con LDL (LRP),
el receptor transmembranal tirosina cinasa (ROR), el
receptor similar a tirosina cinasa (RYK) y la proteina
tirosina cinasa 7 (PTK7).37-9

Via candnica: Wnt/beta-catenina

Existen varias vias de sefializacion de Wnt. Entre ellas,
la via canonica (denominada asi por ser la primera
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El cancer cervicouterino (CaCU) es una patologia que
se origina en el epitelio del cuello del Gtero, cuya prin-
cipal causa de riesgo es la infecciéon por el virus de
papiloma humano (VPH). Sin embargo, dado que la
infeccién por VPH p no es suficiente para generar
un proceso carcinogénico, se ha propuesto que alte-
raciones en la via de sefializacion Wnt estan involu-
cradas en la carcinogénesis cervical. La familia Wnt
estd compuesta por 13 receptores y 19 ligandos, y se
encuentra altamente conservada filogenéticamente,

descrita y la mejor caracterizada para esta familia de
ligandos) es considerada relevante en el desarrollo de
cancer. En esta via, el papel principal lo desempefia el
co-factor transcripcional beta-catenina. Usualmente,
en ausencia de una sefial, la beta-catenina se encuentra
asociada a dos proteinas: E-cadherina, en las uniones
adherentes, y a un complejo denominado degrado-
soma, en el citoplasma. El degradosoma esta formado
por las proteinas APC, Axina y GSK3-beta; su fun-
cion es la de fosforilar la beta-catenina en los residuos
de serina/treonina de su extremo amino-terminal, con
el fin de generar sitios de reconocimiento para beta-
TRCP e inducir su ubicuitilaciény posterior degrada-
cioén en el proteasoma. De esta manera, los niveles de
beta-catenina se encuentran controlados, permitiendo
solo su accion a nivel de las uniones adherentes. La
ausencia de beta-catenina en el nicleo provoca que
el factor de transcripcion TCF se una a un complejo
represor transcripcional que inhibe la expresion de los
genes blanco de la via canénica Wnt.*0

La activacion de la via canonica es iniciada en la
membrana celular tras la interaccion de un ligando Wnt
con su receptor FZD/LRP; esta interaccion permite a su
vez la asociacion de la proteina DVL al receptor FZD y
el secuestro del complejo APC-Axina-GSK3-beta. La
incorporacion de este complejo a DVL-FZD promueve
la actividad cinasa de GSK3-beta sobre el co-receptor
LRP5/6 en la serina de los dominios PPPSP y a sus
alrededores por la caseina cinasa Iy (Ckly). Estas modi-
ficaciones reclutan a la proteina axina hacia los residuos
fosforilados del co-receptor LRP5/6, que provoca la
disociacion del complejo de degradacion y promueve la
liberacion de beta-catenina, la cual se acumula sucesi-
vamente en el citoplasma, para luego migrar al nticleo.?
Yaen el nicleo, la beta-catenina activa la transcripcion
de mdltiples genes en colaboracion con co-factores
transcripcionales, como TCF/LEF, p300/CBP, Brgl,
parafibromina/Hyrax y PYGO, este Gltimo a través de
la unién con BCLY/legless. Muchos de los genes que
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puesto que contribuye en diversos procesos biologi-
cos, como la embriogénesis y la regeneracion de teji-
dos. Adicionalmente, esta familia modula diferentes
funciones celulares, como la proliferacion celular, la
diferenciacion, la migracién y la polaridad celular. En
la presente revision se describen las vias de sefaliza-
cién de Whnt, asi como las alteraciones que han sido
encontradas en miembros de esta familia en diferentes
patologias cancerosas y especialmente en el cancer
cervicouterino.

activa la beta-catenina estan implicados en la regula-
cion de procesos fundamentales, como la proliferacion,
la adhesion celular y la apoptosis.>1*

V a n n candnica

Actualmente se han descrito diversas vias Wnt no
candnicas; todas ellas se caracterizan por no requerir
la estabilizacion de la beta-catenina para culminar su
cascada de sefializacion. La activacion de las diferen-
tes vias no candnicas se encuentra determinada por los
distintos receptores a los que pueden unirse los ligan-
dos WNT %1213 Se ha descrito de manera general que
la interaccion de ligandos Wnt con receptores FZD,
RYK, ROR y MUSK (receptor musculo-esquelético)
activan vias no canonicas. 121415

Entre las vias no candnicas se encuentran la via de
la polaridad celular planar (PCP), la Wnt-RAP1, la
Wnt-ROR2, Wnt-PKA, Wnt-GSK3MT, Wnt-zPKC,
Wnt-RYK, Wnt-mTOR y la via Wnt/calcio.!* Las
mas estudiadas a la fecha son Wnt-PCP y Wnt/calcio,
en la que intervienen moléculas efectoras como pro-
teinas G (RHOA, RHOU, RAC y CDC42), la cinasa
terminal c-Jun, la cinasa tipo Nemo y el factor nuclear
de células T activadas (NFAT).16

Via Wnt-calcio

De acuerdo con diversos reportes publicados, los
receptores FZD, ROR y RYK se encuentran unidos
a proteinas G heterodiméricas, las cuales pueden acti-
varse en la union del ligando Wnt a su receptor; estas
proteinas G activan a su vez a la fosfolipasa C (PLC),
lo que conlleva a un modesto incremento en la con-
centracion de algunas moléculas de sefializacion intra-
celular como fosfatidil inositol 1,4,5-tri-fosfato (1P3),
1,2 diacilglicerido (DAG) y Ca2p 141617
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La via de sefalizacion desencadenada por IP3 pro-
duce un rapido aumento del calcio libre intracitoso-
lico, debido a que IP3 es capaz de difundir a través
del citosol, hasta llegar al reticulo endoplasmico liso
(REL), en donde se une a su receptor, estimulando la
liberacién de calcio de los dep6sitos que se encuentran
en REL. El calcio libre en citoplasma puede promo-
ver la polarizacion celular o bien unirse a la calmodu-
lina dependiente de cinasa Il (CaMKII), formando un
complejo que activa una enzima serina/treonina fosfa-
tasa, denominada calcineurina, la cual es fundamen-
tal en la activacion del factor nuclear asociado a las
células T (NFAT). A su vez, CaMKII puede activar
las cinasas TAK-1-NLK que se encargan de inhibir
la via canonica de Wnt. De manera alterna, el com-
plejo Wnt-FZD-proteina G estimula las cinasas p38
y activa la fosfodiesterasa 6 (PDES), que hidroliza el
GMP ciclico (cGMP), lo que resulta en la inactiva-
cion de las proteina-cinasas G, aumentando el calcio
citoplasmético y la posterior activacion del sistema
calmodulina/calcineurina.*61” La activacion del factor
NFAT puede aumentar la expresion de varios genes en
neuronas, células de musculo cardiaco y esquelético,
asi como genes proinflamatorios en linfocitos.**

Por su parte el DAG es una molécula hidrofobica
gue se mantiene en membrana plasmatica una vez que
se ha formado como producto de la degradacién de
fosfolipido de membrana. La combinacion de DAG y
calcio intracitosélico promueve el cambio de confor-
macion de PKC (proteina cinasa C) en la membrana,
activandola y haciendo que su regién catalitica sea
libre de unirse al sustrato. La PKC activa las cinasas
de IkB, las cuales fosforilan aminoacidos serina de
los inhibidores del factor nuclear kB (NF- kB), per-
mitiendo su liberacién y su traslado al ndcleo, donde
contribuye a la activacion de la transcripcion de genes
de citocinas, quimiocinas y proliferacion 141617

Esta via ha sido fundamental en el desarrollo de
la polaridad dorsoventral y en la extensién conver-
gente del movimiento, asi como en la formacién de
varios organos.'* Asimismo, alteraciones en esta
via han sido correlacionadas con procesos neoplasi-
cos, ya que tiene la capacidad de inhibir la funcion
nuclear de beta-catenina. Debido a que antagoniza la
via canonica, la via Wnt/calcio ha sido considerada
como una via supresora de tumor.'* Existen diver-
sos estudios que reportan que la activacion de la via
Wnht/calcio disminuye la proliferacion de las células
tumorales, como el neuroblastoma, el carcinoma de
células escamosas en esofago, el linfoma mieloide
agudo, el linfoma linfoblastico agudo, el cancer
de mama y el carcinoma de colon. Por lo tanto se
ha sugerido que la activacion de esta via puede ser
importante para la regresion tumoral y la disminu-
cién del crecimiento del tumor. 4

Vade laidad lana cel la

La via de polaridad celular planar se refiere a la pola-
rizacion de las células en una capa epitelial, lo que
ocurre por ejemplo durante la orientacién de cilios o
pelos. La polaridad planar es transmitida localmente
de célula a célula y es dependiente de los receptores
FZDy la proteina Dishevelled (Dsh). Esta via también
puede regular la polaridad celular en un contexto no
epitelial, como en la extension convergente en la gas-
trulacion y en el control de la orientacion de grupos de
células en el 0jo.?

Los eventos que rigen la sefializacion de esta via
comienzan tras la uniéon de Wnt-FZD, que permite el
reclutamiento de Dsh y su posterior fosforilacion por la
casein-cinasa Il (CK2), lo cual convierte a esta proteina
en un adaptador para un complejo de sefializacion ana-
logo a Grb-2, promoviendo asi la activacion de Ras y
Rac, en donde ambas se encargan de la activacion de la
via de las MAPK-cinasas que culmina en la activacion
de la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK). Esta Ultima fos-
forila a c-Jun, promoviendo su translocacion al nucleo,
en donde forma parte del factor transcripcional AP-1
al unirse a Fos.'® Las GTPasas de la familia de Rho
también se encuentran involucradas en esta via de sefia-
lizacién, pues al activarse esta proteina promueven la
reorganizacion del citoesqueleto. La activacion de esta
via regula los movimientos polarizados de la célulay la
polaridad planar de células epiteliales.!8

n C nce

La asociacion de los componentes de la familia Wnt
€ON procesos carcinogénicos comienza desde que esta
familia fue descrita, pues en el reporte de Nusse y Var-
mus de 1982 se sefiala que la activacion de Wntl (en
ese entonces llamado intl) concordaba con la induc-
cion de tumor de mama por virus de tumor mamar.®
Esta asociacion se hizo mayor cuando se descubri6
que el gen supresor de tumor APC (Adenomatous
Polyposis Coli) se asocio con una regulacién negativa
de la funcién de beta-catenina y que una mutacién en
este gen estaba asociada con una pérdida de la funcion
y con una condicidn familiar heredable Ilamada poli-
posis adenomatosa familiar, que provoca a una edad
temprana la generacién de polipos en el intestino, los
cuales degeneran en cancer colorectal 2’ Se descubrid
también que este efecto se generaba por la estabiliza-
cién de beta-catenina en el citoplasma y su posterior
translocacién al nuicleo, donde funciona como co-fac-
tor de transcripcion.

Se han descrito diferentes genes blanco para la via
canoénica Wnt implicados en la progresion de un pro-
ceso tumoral. Uno de los principales genes regulados
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positivamente son los de la familia MYC ( c-myc y
n-myc), que codifican para una serie de factores de
transcripcion que regulan la expresion de diferentes
genes implicados en la proliferacion celular.?! Otro
gen regulado positivamente es CCDN1 (Ciclina D1),
el cual codifica para una cinasa que genera la progre-
sion del ciclo celular de una fase G1 a una fase S.2223
La regulacion positiva de estos genes hace que esta via
de sefializacion se encuentre activa en diferentes tipos
de patologias cancerosas.

La estabilizacién de beta-catenina y por ende la acti-
vacion de la via canénica de Wnt puede generarse por
diferentes alteraciones en los componentes de la via
de sefializacion. Una de estas alteraciones, como ya se
menciond, es la mutacién en componente del complejo
de degradacion de beta-catenina como APC, lo que
inhabilita la degradacion de esta molécula. Otra manera
como se genera esta estabilizacién es por mutaciones en
el mismo gen de beta-catenina. Estas mutaciones afec-
tan los sitios de reconocimiento del complejo de degra-
dacion, pero no afectan los sitios de union a factores de
transcripcion como TCF/LEF.24

Se ha demostrado que existen modificaciones epi-
genéticas que contribuyen a una carcinogénesis, como
se demostrd en un reporte de Laird en 1995, en el que
una supresion de la metiltransferasa inhibe la forma-
cion de polipos en un modelo murino.?® Fue tiempo
después que se demostré que estas modificaciones
actian con mayor frecuencia a nivel de antagonis-
tas de los ligandos Wnt, %627 aunque se ha reportado
la participacion de modificaciones epigenéticas en el
silenciamiento de genes que codifican para ligandos
asociados con una inhibicién de la tumorigénesis,
como Wnt7A (cuadro I).28

Existen diversos estudios que abordan a profundi-
dad la expresion de los ligandos y receptores Wnt en
diversos modelos celulares, como el reporte de Ser-
can et al., en el que se determin6 el perfil de expre-
sion de estas moléculas en células hematopoyéticas.

Este grupo encontré una expresion diferencial de
estos componentes entre células de donadores sanos
en comparacion con lineas establecidas de leucemias,
sugiriendo que los ligandos expresados en las lineas
leucémicas podrian estar implicados en el manteni-
miento de un estado proliferativo.?® Recientemente
también se ha determinado que la pérdida de expresion
de los ligandos Wnt7a y Wnt4 es una caracteristica
de las células derivadas de leucemia (Garcia-Castro,
manuscrito en revision).% Por otro lado, también se
ha reportado que la expresion de ciertos ligandos
(Wnt7A, Wnt3A y Wntl) genera una transformacion
en células epiteliales de mama.3%32 Estos hallazgos en
conjunto permiten hipotetizar que el uso de diferen-
tes ligandos en el tratamiento de diversas patologias
cancerosas podria ser de utilidad en la eliminacion de
estas enfermedades.

n ¢ nce ce ic ein

En especifico, la relacion que existe entre los miem-
bros de la familia Wnt y la carcinogénesis cervical se
encuentra menos estudiada que otros tipos de cancer.
Uno de los reportes mas importantes en esta area es el
de Uren et al., en el cual se describe que la activacion
de la via candnica Wnt en queratinocitos transfecta-
dos con las oncoproteinas E6 y E7 del VPH genera
la adopcidon de un fenotipo maligno. Cabe destacar
que la infeccion del VPH per se no es suficiente para
la transformacién, por lo que ellos proponen que una
de las segundas modificaciones de importancia en la
carcinogénesis cervical es la modificacion de compo-
nentes de la via Wnt.3® Estos resultados se sustentan
con el reporte de Bulut et al., en el que se determind
que la activacion de la via Wnt en un modelo murino
en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH
acelera la progresion de una carcinogénesis cervi-
cal.®* Ademas, se piensa que existe una interaccion

C ad Modificaciones epigenéticas que contribuyen a la carcinogenésis y que han sido reportadas en la literatura

Gen Afectado Alteracion ADN/ARNm Resultado Tipo de Cancer Referencia

Delecion Mayor estabilidad Higado 24

(B-catenina) 4 9
Truncada Actividad reducida Colon 20
Truncada Actividad reducida Higado 3

GSK3g Delecion Cinasa inactiva Leucemia 4
Delecion No represién por DKK1 Mama 5
Truncada Mayor actividad Colon 6
Metilacion Actividad reducida Pulmon 7

del promotor

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5218-24

S221



Ramos-Solano M et al. Via de sefalizacion Wnt y cdncer cervicouterino

G Al indice

Ramos-Solano M et al. Via de sefalizacion Wnt y cancer cervicouterino

$222

Via no canénica

WIF  sFRP

DAED ¥ APC
. - DVl via

o o %

Ca++ PKC Rho |

I NLK e /

Citoesqueleto

Via canodnica

inactivada / activada

GSK3p

[ o g

Via candnica

ZD| gp

P
= ]
GSKSB.
Dvl ]‘
APC
GSK3p

et

f'01]

LEF1/TCE __

-
e
_ Genes

NEK i ﬁﬁ?—{.ﬁp 1'-"!1-5"1}“’ LEF1/TCF _———# blanco

TG Tl e

ig a1 Vias de sefializacion canonica y no canoénica de Wnt que muestran las moléculas involucradas en su estado

inactivado y activado

directa de la oncoproteina E6 con diferentes molécu-
las que disminuyen la actividad de las proteinas que
integran el complejo de degradacion de beta-catenina
y por ende la estabilizacion de esta molécula y su
funcién como co-factor de transcripcion.3® Otro
grupo de trabajo report6 que proteinas E6 de varian-
tes de VPH-18 no europeas modulan la via de sefia-
lizacion Wnt.%6 Estos reportes en conjunto refuerzan
atn mas la posibilidad de que una modificacion en
los componentes de la via Wnt sea necesaria para la
progresion del cancer cervical.

Uno de los reportes que estudian mas a profundi-
dad el rol de ligandos Wnt es el de Carmon y Loose,
en el que determinan que Wnt7A induce la activacion
de diferentes vias de sefializacion, dependiendo del
receptor FZD al que se una, mediante FZD5 activa la
via candnica y mediante FZD10 la via PCP en cancer
endometrial, y que este efecto se ve regulado por el
receptor soluble (sFRP4), lo que demuestra que los
ligandos Wnt tienen la capacidad de generar un efecto
completamente diferente con el cambio de un solo
componente.3’

Se ha reportado que uno de los genes blanco de
la via candnica Wnt es el gen COX2 (ciclo oxige-
nasa 2), el cual es un gen que se ha descrito como
proinflamatorio y que probablemente, junto con la
produccion de citocinas proinflamatorias por parte
de los macrofagos en el microambiente tumoral, esté

contribuyendo a un estado sostenido de inflamacion
(crénico) que mejoraria la progresion tumoral 3839
Esto se ha descrito como un sello de la progresion de
un tumor-° Nuestro grupo de trabajo ha demostrado
que lineas celulares derivadas del CaCU expresan
pobremente Wnt4 y Wnt7a, y que una restauracion
de la expresion de estos ligandos induce una inhibi-
cién significativa de la proliferacion celular (Ramos-
Solano et al.; en revision).

Debido a que se ha reportado la presencia de algin
tipo viral de VPH en el 99.7 % de las muestras de
CaCU*! y que se ha demostrado la participacion de
la infeccion del VPH en la modulacion de los compo-
nentes de la via Wnt, alteraciones en esta via podrian
considerarse un sello de la carcinogénesis cervical, asi
como blancos o agentes terapéuticos en el tratamiento
de esta patologia.

Estudios mas profundos en CaCU de los mecanis-
mos regulados por componentes de la familia Wnt
podrian dar resultados prometedores en el posible uso
de miembros de esta familia, ya sean como marcado-
res de prondstico o tratamiento.
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