Recibido: 22/10/2014

Temas de actualidad

Mecanismos de escape a la
respuesta inmune innata
en cancer cervicouterino
asociado a VPH
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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
question, 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 epidemiologicos 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 fenémeno 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-
1lo de lesiones cervicales; es precisamente la persisten-
cia de la infeccion lo que parece ser un prerrequisito
para el desarrollo de neoplasia intraepitelial grado III
y posteriormente de CaCU.!3 Factores ambientales,
virales y del hospedero, como la respuesta inmune, pue-
den influenciar el curso de la infeccion por VPH;* este
ultimo factor juega un papel importante en determinar si
la infeccion persistira, regresara o progresara a lesiones
més avanzadas.!> De alli la razén 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.!">’ Sin embargo, dada la
naturaleza infecciosa en el desarrollo del CaCU, se ha
reportado que existe un niimero sorprendente de muje-
res que no desarrollan una respuesta inmune efectiva
para erradicar la infeccion por VPH.!-

Los hallazgos anteriores indican que la infeccion por
VPH o el proceso de transformacion maligna inhiben
de algiin 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 infeccion 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 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 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

mismo, en esta revision se abordaran algunos de los
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.

Resumen

evadir o subvertir la vigilancia inmune,’ lo cual ser4 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 inmunologicos proporcionara informacion
determinante que debera tomarse en cuenta en la planea-
cion estratégica de vacunas inmunoprofilacticas y tera-
péuticas contra CaCU asociado a infeccion por VPH.

Escape a las barreras naturales en el CaCU
asociado a infeccion por 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-
cion de la célula blanco infectada, es decir el quera-
tinocito,®10 el cual ya estd 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 dafo
y puede resultar en infeccion cronica persistente.
Ciertamente, las sefiales de dafo 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”.”-10

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

Al ser las infecciones por VPH exclusivamente intrae-
piteliales, tedricamente el ataque viral debe ser iniciado
por las células presentadoras de antigeno (APC, por
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sus siglas en inglés) en el epitelio escamoso.!!"!? Estas
células centinela (incluyendo células epiteliales, célu-
las de Langerhans y células dendriticas) continuamente
“registran” el microambiente y coordinan con otros
efectores innatos (monocitos, macrofagos, 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,'3 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 mas cercanos para presentar antigenos

Célula T CD&=

Gélula T Ch4+

C
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Figura 1 El epitelio cervical es rico en células inmunes que pueden ser

activadas en respuesta a una infeccién viral. Aunque la mayoria de las células
inmunes “clasicas” estan confinadas a la dermis, algunas poblaciones residen

el = =T Mm

de igual manera en la epidermis. En esta, ademas de los queratinocitos, la

poblacién de células inmunes que predomina esta 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 poblacion de células T, la cual participa al proveer una respuesta

inmune a la reexposicion de antigenos virales.”'3
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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.”!3 Sin embargo, la sola infec-
cion por VPH ha mostrado que disminuye el numero 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.® Ademas,
se ha visto que esta disminucion es todavia mas pronun-
ciada en aquellos casos que han progresado a neoplasia
intraepitelial. !4

No existe evidencia que apoye una replicacion com-
petente del VPH en células de Langerhans, por lo que
una disminucion 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 numero 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
cé¢lulas 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.!416:17

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.!® 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.!%-20
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 I (MHC-I) y clase II (MHC-
I1),?' 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 ES del VPH-16 han mostrado que tie-
nen una acidificacion reducida en los compartimentos
endociticos (donde se lleva a cabo la degradacion pro-
teolitica de antigenos exogenos), lo que resulta en una
pobre generacion de epitopes antigénicos, con la conse-
cuente alteracion en la formacion de complejos madu-
ros MHC-I1.2* Adicionalmente, la pobre acidificacion
en endosomas también previene la degradacion de la
cadena invariante (Ii), una chaperona importante en la
maduracion de los complejos MHC-II, digerida por pro-
teasas que funcionan solo a pH écido, lo cual conduce a
la inhibicion de la expresion de moléculas del MHC-II
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,>! donde una expresién 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
citosoélicos 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.?® 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 inhibicién transcripcional de TAP1.27 Estos hallaz-
gos seflalan 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 informacion 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 citotoxicos no seria entonces la mas efectiva para
aquellos casos en los cuales las células tumorales han
dejado de expresar moléculas de histocompatibilidad
clase 1. Asi, en acuerdo con la hipotesis 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 expresion 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 estd 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 esta 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 citolisis mediada por células NK son los
receptores killer tipo inmunoglobulina (conocidos en
inglés como KIR). La importancia biologica de los
KIR es precisamente prevenir la muerte de células nor-
males que expresan moléculas del MHC-I, pero una
vez que estas se han dejado de expresar, se convier-
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Figura 2 Queratinocitos transfectados con la proteina E5 de VPH-16 han
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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 evalud
la presencia de ciertos genotipos KIR y se concluyd
que ciertos genes y genotipos estan asociados con un
riesgo incrementado de desarrollar neoplasia cervi-
cal.3® Sin embargo, el significado biologico 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 Fe
delalgGl 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 demostrdé que la dismi-
nucion de la citotoxicidad natural fue mas severa con-
forme fue aumentando la carga tumoral y el estadio de
la enfermedad.’!

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 ultimo 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 funcion citotoxica natural ocurrieron debido a una
deficiente expresion de los NCR.32 El significado de los
NCR durante el desarrollo y la progresion del CaCU
no se ha explorado con profundidad; sin embargo, esta
reportada una disminucion 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 asoci6 con una baja actividad citolitica de estas célu-
las.?? Otro hallazgo interesante al respecto tiene que ver
con las células NK de pacientes con lesiones prema-
lignas del cérvix o con cancer. 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 biologica, debido a que
al menos en el caso de NKp30 y NKp46, estos recep-
tores se asocian con esa cadena para transmitir la sefal
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.35 Asi,
defectos en el sehalamiento celular sugieren que, aun
en estadios tempranos de las lesiones cervicales, algun
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 lesion neoplasica, o
bien, por la infeccion per se debida al VPH.

Conclusiones

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 sera 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 abordd algunos
de los mecanismos que el VPH utiliza para subver-
tir el reconocimiento inmune y, 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 razon,
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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