ROL DE LOS VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN LA CARCINOGENESIS
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Resumen:

La familia del virus del papiloma humano (VPH) comprende mas de 170 tipos distintos
gue infectan preferentemente la mucosa del tracto genital o las vias aéreas superiores
o la piel. El "tipo VPH de alto riesgo", un sub-grupo de VPH mucosales, es la causa de
aproximadamente 5% de todos los cdnceres humanos, lo que corresponde a un tercio
de todos los tumores inducidos por virus. Dentro del grupo de alto riesgo, VPH 16 es el
tipo mas oncogénico, siendo responsable de aproximadamente 50% de todos los
canceres cervicales en el mundo. Muchos estudios sugieren que, ademas de los tipos
VPH mucosales de alto riesgo, ciertos VPH cutaneos también juegan un rol en el
desarrollo del cancer de piel no-melanoma (NMSC).

Estudios funcionales sobre los productos genéticos tempranos del VPH mostraron que
las E6 y E7 juegan un rol en la carcinogénesis. Estas dos proteinas utilizan multiples
mecanismos para evadir la vigilancia inmunoldgica del anfitridén, permitiendo la
persistencia del virus, y la desregulacién del ciclo celular y control de la apoptosis,
facilitando asi la acumulacién de dano del ADN y finalmente la transformacidn celular.
La demostracién de que los tipos de VPH de alto riesgo son agentes etioldgicos del
cancer cervical permitié la implementacién en la rutina clinica de nuevas estrategias
de deteccién para las lesiones cervicales, y el desarrollo de una vacuna profilactica
altamente efectiva. Debido a estos logros extraordinarios, no existen dudas de que en
las préximas décadas seremos testigos de una dramatica reduccion en la incidencia del

cancer a nivel mundial.
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1. Miembros de la familia del virus del papiloma humanoy sus implicancias clinicas

Los virus del papiloma humano (VPS) consisten de un grupo heterogéneo de virus con
ADN de doble cadena envueltos en su capside de la familia Papillomaviridae que
despliegan un tropismo marcado por el epitelio escamoso de la mucosa o piel. Hasta
ahora, se han aislado y caracterizado mas de 170 tipos de VPH [1].

Basado en la secuencia de nucledsidos homdlogos de la proteina capside mayor L1, el
arbol filogenético del VPH ha sido generado que existen distintos tipos de VPH en
general [1,2]. El género alfa consiste de aproximadamente 30 tipos de VPH que
infectan la mucosa del tracto genital y varios tipos de VPH cutdneos, como el VPH2,
responsable por las verrugas comunes de piel. Existen dos grupos de tipos de VPH
mucosal: VPH de bajo riesgo (por ejemplo los tipos 6 y 11), que estadn principalmente
asociados ¢ la verrugas genitales benignas, y los VPH de alto riesgo, que son los
agentes etioldgicos del cancer cervical y un subgrupo de otros canceres en humanos
(ver a continuacién) [3]. Un grupo grande de tipos de VPH cutdneos constituye el
género beta y se sospecha que estan involucrados, junto con la radiacién UV, en el
desarrollo del cancer de piel no-melanoma (NMSC) [4,6]. Los otros géneros, gama, mu
y nu comprenden los tipos de VPH cutaneos que normalmente se relacionan con el
desarrollo de los papilomas y verrugas cutaneos.

Si bien la participacién del VPH en la produccion de verrugas benignas ya se conocia, la
primer evidencia de asociacién entre el cancer humano vy ciertos tipos de VPH fue
propuesto hace treinta afios por zur Hausen y colegas [7]. Estudios bioldgicos vy

epidemioldgicos posteriores confirmaron el rol directo de varios tipos de VPH



mucosales en el desarrollo de cancer cervical y otros tumores epiteliales [8-10].
Estudios epidemioldgicos a nivel mundial indican que los 18 tipos distintos de VPH de
alto riesgo, a saber 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73y 82,
se asocian con el cancer cervical [9;11]. Dentro de este grupo los tipos VPH 16 y VPH
18 son los mas carcinogénicos, siendo responsables de aproximadamente 50% y 20%
del cancer cervical, respectivamente [9;12]. Un subgrupo de canceres anal, de pene,
vulvar, vaginal y de orofaringe ha sido atribuido a infeccién por virus de VPH de alto
riesgo [13;14]. En particular, estos cédnceres, en contraste con el cdncer cervical,
parecen estar principalmente asociados con el VPH 16, por ejemplo mas del 90% de
los canceres de orofaringe VPH positivos [15-17]. (Tabla 1.)

La primera indicacién del potencial oncogénico de los tipos de VPH beta surgid de su
aislamiento en la piel de pacientes que sufrian de un raro desorden genético
denominado Epidermodysplasia verruciformis (EV) [18;19]. Los pacientes con EV
tienen un déficit en su sistema inmune y alta susceptibilidad a infecciones cutaneas
por VPH diseminadas y persistentes. Como consecuencia, desarrollan extensas
verrucosis de varias verrugas confluentes, que en aproximadamente 30-60% de los
casos progresa a un carcinoma de células escamosas (CCE) multifocal en las regiones
con exposicién al sol. Por consiguiente, los receptores de trasplantes de drganos bajo
tratamiento inmunosupresor corren 50-100 veces mas riesgo de desarrollar cancer de
piel no-melanoma vy si piel es altamente positiva para los tipos beta de VPH [20].
Mediante el uso de ensayos diagndsticos mas sensibles, en la actualidad esta claro que

la infeccidon por VPH tipo beta es muy frecuente en la piel de individuos saludables



[21]. Sin embargo, su participacién en el desarrollo de NMSC en la poblacién general
todavia no ha sido completamente demostrado.

La determinacioén de la carga viral de VPH beta por CRP cuantitativo revelé que solo
una minoria de las células cancerigenas en la piel contenian el ADN viral [21;22]. Una
hipotesis plausible es que los tipos VPH juegan un papel en la fase inicial de la
carcinogénesis y que no son requeridos en etapas posteriores para el mantenimiento
del fenotipo neopldsico. La situacién difiere de aquella establecida para los VPH
mucosales de alto riesgo en el cancer cervical, donde la expresion de oncogenes
virales se requiere de manera constante durante todo el proceso carcinogénico [7].
Esto puede implicar la necesidad de considerar un nuevo escenario para el rol de los
VPH beta en la patogénesis del NMSC, como un mecanismo "atropello con fuga",
aunque esto puede hasta cierto punto ser considerado controversial. Se sabe bien que
la luz UV es un factor de riesgo para el cancer de piel [23-25], induciendo un daio
irreversible del ADN. Por lo tanto, es probable que los tipos de VPH beta actiien como
facilitadores de la acumulacion de mutaciones de ADN inducidas por los rayos UV,

pero que no son requeridos para el mantenimiento del cancer.

2. Estrategias de deteccion para las enfermedades cervicales asociadas al VPH

En las tres ultimas décadas, la incidencia del cancer cervical ha estado disminuyendo
constantemente en los paises de altos recursos, debido a la introduccidon de
programas nacionales de deteccidon de cancer cervical. En contraste, en los paises de

bajos recursos, debido a una falta de programas de deteccion, el cancer cervical



continda siendo un serio problema de salud constituyendo el primer o segundo cancer
en las mujeres [26]. La prueba del Papanicolaou convencional o la citologia liquida son
los métodos mas frecuentemente utilizados en los abordajes de la deteccién del
cancer cervical y se basan en un analisis morfolégico de las células cervicales
exfoliadas. El desempefio de estos métodos de deteccidon depende considerablemente
del entrenamiento del personal. De hecho, en los paises donde la prueba del
Papanicolaou no se ha implementado adecuadamente, dicho método de deteccidn
puede a menudo llevar a falsos diagnésticos [27;28]. Estudios independientes han
indicado que la deteccién del ADN del VPH, cuando se usa como método de deteccion
primario, tiene mayor sensibilidad y valor predictivo negativo que la prueba
convencional del Papanicolaou o los métodos de citologia liquida [29-32]. Las pruebas
de VPH puede detectar aproximadamente 50% mas neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) que la prueba del Papanicolaou [33]. Ademads, un estudio reciente en India
demostré que el uso de la prueba del ADN del VPH una vez en la vida reduce la
mortalidad de cancer cervical invasivo en aproximadamente el 50% [34]. El valor
predictivo negativo para la prueba combinada de VPH y citologia es muy alto, lo que
es de particular interés para reducir los costos de las pruebas de detecciéon de cancer
cervical [31;35;36]. Un método de tipificacion de VPH ampliamente utilizado en
estudios clinicos y epidemiolégicos es un ensayo comercial de hibridizacién liquida que
no se basa en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), el Hybrid Capture 2 (HC2)
(Digene) que puede detectar 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,

51, 52, 56, 58, 59, y 68) y 5 tipos de VPH de bajo riesgo (tipos 6, 11, 42, 43 y44) [37].



Sin embargo, este método solo puede detectar la presencia de infeccion por VPH sin
revelar el tipo de VPH. Se han desarrollado y comercializado ensayos adicionales para
identificar los tipos de VPH presentes en los especimenes cervicales, por ejemplo
LINEAR ARRAY HPV Genotyping (Roche Molecular Diagnostics) y INNO-LIPA HPV
genotyping (Innogenetics). Una limitacion de todos los métodos de deteccién de VPH
es su bajo valor predictivo positivo, no pudiendo discriminar entre infecciones VPH
positivas con alteraciones morfoldgicas de las sin [38]. En efecto, las infecciones por
VPH pueden a menudo encontrarse, especialmente en mujeres jovenes, sin embargo
en la mayoria de los casos dichas infecciones no son persistentes y seran disipadas
naturalmente por el sistema inmunitario sin inducir lesiones cervicales [39].

Debido a esta limitacion de los ensayos de deteccion del VPH, la interpretacién de
datos de positividad para el VPH requiere de especial atencién y un analisis mas
extensivo. Ahora estd claro que necesitamos considerar marcadores adicionales para
mejorar el valor predictivo positivo de los ensayos de deteccién del VPH. Muchos
estudios sugieren que el andlisis de la carga viral [40;41], las transcripciones de VPH
[42] y/o expresion de genes anfitriones especificos [43] facilitaran la identificacion de
infecciones por VPH asociadas con lesiones cervicales. Sin embargo, se requiere de
estudios adicionales para corroborar los hallazgos iniciales y desarrollar estrategias
gue puedan ser adoptadas en los procedimientos clinicos de rutina.

Recientemente, la sobreexpresién de p16™**

(p16) ha sido descrita como un
biomarcador sustituto de la transformacién celular inducida por VPH [44]. En este

numero se reporta otro ejemplo de presunto biomarcador. Especificamente, en las



lesiones de cancer cervical VPH positivas existe un aumento significativo de la enzima
conjugadora de SUMO Ubc9 en biopsias cervicales de NIC2/3 en comparacién con la
NIC1 y tejidos no infectados (Mattoscio, Casadio et al., en este niUmero).

Notablemente, mas temprano este afio un panorama de alteraciones gendmicas en
carcinomas cervicales reveld6 mutaciones somaticas previamente desconocidas,
sugiriendo que proximamente pueden llegar a considerarse nuevas estrategias
terapéuticas y/o biomarcadores para la patogénesis y/o tratamiento de esta

enfermedad [45].

3. Mecanismos moleculares de la carcinogénesis mediada por VPH

El genoma de todos los tipos de VPH consiste de un filamento de ADN circular de
doble cadena de aproximadamente 8kb, y codifica aproximadamente 8 genes. De
acuerdo a la expresidn de la proteina durante el ciclo viral se han identificado dos
regiones de genoma funcional: (i) una regién de codificacién que contiene los genes
tempranos, E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y (ii) una regién que contiene dos genes tardios, las
proteinas capside mayor (L1) y menor (L2). Ademas, el genoma del VPH tiene una
region sin codificacion, denominada regién de control largo (LCR) que incluye la
mayoria de los elementos reguladores involucrados en la replicacion y transcripcion
del ADN viral [46]. Los genes E6 y E7 del VPH estan altamente conservados en la
mayoria de los tipos VPH identificados hasta ahora, y en el caso de los tipos de VPH
asociados con el cancer, codifican las proteinas transformadoras mas importantes.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios bioldgicos se han centrado en las E6 y E7 de



los VPH 16 y VPH 18, ya que son los tipos mas frecuentemente detectados en los
canceres cervicales en todo el mundo.

La mayoria de las mujeres sexualmente activas son infectadas por tipos de VPH
mucosal alguna vez en sus vidas. La mayoria de estas infecciones permanece
asintomatica y son eliminadas por el sistema inmune en 6 a 18 meses. Sélo en una
minoria de mujeres, la infeccién por VPH persiste y luego de un periodo de latencia
progresa hacia una NIC de bajo y/o alto grado, que todavia puede revertirse o
progresar a un carcinoma cervical invasivo [47]. Una expresidn notablemente alta del
nivel de las oncoproteinas E6 y E7 es un elemento bioldgico distintivo de los cdnceres
asociados a VPH. Otro evento recurrente que ocurre durante la progresion hacia el
cancer cervical es la transicién del episoma a un genoma integrado, a pesar de que un
subgrupo de carcinoma cervicales invasivos VPH16 positivos conserva ADN viral sélo
como episomas [48;49]. En varios estudios epidemioldgicos, el fumar, los
comportamientos sexuales, los anticonceptivos orales y la predisposicion genética han
sido sefialados como factores de riesgo adicional en la progresién de la enfermedad
mediada por VPH [10;50-53]. Lo que es mas, la deficiencia de la vigilancia inmunitaria
parece facilitar el establecimiento de una infeccién persistente y el desarrollo de una
lesion maligna. Las personas trasplantadas o VIH positivas con un estado
inmunosuprimido tiene una prevalencia mucho mayor de infecciones por VPH simples
o multiples y lesiones asociadas que las personas saludables [54;55].

Los estudios biolégicos se han centrado en los VPH 16 y VPH 18, ya que son los tipos

mas frecuentemente detectados en los canceres cervicales en todo el mundo. Estos
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estudios han demostrado claramente que las E5, E6 y E7 estan directamente
involucradas en la promocién de la transformacién celular y en la alteracién de vias
relacionadas con la respuesta inmune, asi como la transformacion celular [3;56] al
atacar varias proteinas celulares. Un ejemplo importante de la interaccidon de las
proteinas virales/celulares es la formacién de complejo entre E7 y las proteinas
celulares pRb, p107 y p130, conocidas como proteinas bolsillo. Estas proteinas juegan
un papel fundamental en la regulacién de la divisidn del ciclo celular. En las células
inactivas, directamente combinan varios factores de transcripcion, incluyendo
miembros de la familia E2F (E2F1-5), inhibiendo su actividad. En las células
proliferantes, las quinasas dependientes de ciclina (CDK) pasan a estar activas llevando
a una fosforilacién de la pRb y a la liberacion de las formas activas de E2Fs. La proteina
E7 del VPH 16 combina la forma hipofosforilada de la pRb promoviendo su
degradacidn via el sistema ubiquitina-proteasoma y la progresién de las células a la
fase S. Por lo tanto la interaccion E7 VPH 16/pRb copia la fosforilacion mediada por
CDK, haciendo que la célula sea independiente de cualquier tipo de control.
Recientemente se ha definido este mecanismo de manera mas extensa [57].

La actividad mas caracterizada de la E6 VPH 16 es su habilidad para degradar la
proteina supresora tumoral p53 via el sistema proteasoma. La p53 es un factor de
transcripcién que se activa en respuesta a estrés o dano del ADN y positivamente
regular la expresion de los genes involucrados en el control de la detencion del ciclo
celular o apoptosis. La E6 interactia con una proteina celular 100kFA, E6AP (proteina

asociada a la E6), que funciona como una proteina ubiquitina ligasa (E3). El complejo
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E6/E6AP luego se combina con la p53, que rapidamente se ubiquitina y, como
resultado, se dirige a los proteasomas para su degradacion. Debido a que el papel mas
importante de la p53 es el de proteger la integridad del genoma mediante la induccién
de la detencién del ciclo celular o apoptosis, las células que expresan la E6 VPH 16
muestras inestabilidad cromosomal, lo que aumenta enormemente la posibilidad de
qgue las células infectadas por VPH progresen hacia la malignidad. Hasta ahora se ha
identificado un gran nimero de blancos celulares de E6 y E7 [57;58]. Muchas de estas
proteinas celulares estan involucradas en el control de eventos fundamentales, como
la proliferacién, senescencia, apoptosis, diferenciacion y respuesta inmune. De
manera similar a la p53 y la pRb, la mayoria de las interacciones de las E6 y E7 con los
blancos celulares resultan en la degradacion de estos ultimos, por ejemplo, la proteina
Bak pro-apoptosis y NFX1-91, el regular transcripcional negativo de hTERT (telomerasa
transcriptasa inversa humana). De manera interesante, los analisis comparativos entre
los distintos tipos de VPH han llevado a la identificacién de propiedades de las E6 y E7
gue son especificas para los VPH de alto riesgo [3]. Debido a la complejidad y la
amplitud del tema, la biologia de las proteinas VPH no serd descrita en profundidad en
este articulo. Instamos a los lectores a que consulten los mds recientes y excelentes
analisis sobre los mecanismos moleculares de las proteinas VPH [59;60]. Sin embargo,
en la Tabla 2 presentamos un resumen sintético de algunas de las propiedades

bioldgicas de la proteina temprana del VPH.

4. Vacunas contra el virus del papiloma humano
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Desde el ailo 2006 estan disponibles comercialmente dos vacunas profilacticas contra
el VPH, Gardasil y Cervarix. Se basan en particulas similares a virus (VLPs) ensambladas
de la principal proteina cdpside recombinante L1 producida en sistemas eucariéticos
(Tabla 3). Ambas vacunas contienen VLPs de VPH 16 y VPH 18, que, como se describe
anteriormente, son responsables de aproximadamente el 70% de los cdnceres
cervicales en todo el mundo. Ademas, Gardasil incluye VLPs de VPH 6 y 11 de bajo
riesgo, que esta asociado con aproximadamente el 90% de las verrugas genitales. Las
dos vacunas también difieren en la composiciéon adyuvante. Gardasil estd formulada
con aluminio como adyuvante, mientras que Cervarix contiene ademas el
monofosforil lipido A (MPL) (Tabla 3).

Varios ensayos clinicos han evaluado la seguridad y efectividad de estos dos productos
durante un periodo de seguimiento de 7-8 afios. Un estudio clinico reciente dirigido a
comparar las dos vacunas ha demostrado claramente que hasta ahora los dos
productos han mostrado una alta eficacia en la prevencién del desarrollo de lesiones
cervicales pre-malignas, induciendo una respuesta robusta en individuos inmunizados
y proporcionando proteccién por lo menos por 5 afios [54;61;62].

A pesar de que la introduccién al mercado de esta primera generacidon de vacunas
contra VPH representa un objetivo clinico importante en la prevencién del cancer,
varios aspectos adicionales necesitan resolverse o mejorarse para optimizar la eficacia
de la vacuna.

La especificidad de los tipos de VPH representa una de las mayores limitaciones. En

efecto, la eficacia de la vacuna se aborda sélo en los tipos de VPH seleccionados sin
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una proteccion cruzada significativa contra los tipos adicionales de VPH oncogénicos.
Por lo tanto ambas, Gardasil y Cervarix no cubre 20-30% de los canceres asociados a
VPH. Otro aspecto importante es el costo elevado de estas vacunas, que previene su
aplicacion extendida en la mayoria de la poblacion humana de bajos a medianos
recursos donde el cdncer cervical es altamente predominante. Las modificaciones de
la cadena de ensamblaje de las VKLPs basada en protocolos menos costosos estan
siendo evaluada para reducir los costos de produccidn. Ademds, estudios en curso
estdn enfocados en el mejoramiento de la inmunogenicidad de la vacuna evaluando
componentes antigénicos nuevos, como adyuvantes y amplificadores del sistema
inmune. Esto contribuird a obtener una proteccion mas prolongada de la infeccidn
viral y a reducir la cantidad de vacunas necesarias para una proteccion completa [63].

Ninguna de las vacunas L1 tiene efecto terapéutico en mujeres ya infectadas. Debido a
gue en la mayoria de las lesiones cervicales pre-malignas y malignas, las E6 y E7 son
solo genes expresados de VPH, la mayoria de las vacunas se enfocan en la
estimulacién de una respuesta inmune contra estas dos proteinas virales [64].
Recientemente, se obtuvieron resultados muy alentadores, mediante el uso de un
solapamiento de un grupo de péptidos que cubren la totalidad de las secuencias de E6
y E7 VPH 16 en pacientes con neoplasia intraepitelial vulvar de alto grado [65]. Sin
embargo, se requiere de estudios adicionales para evaluar de manera completa la

eficacia de las vacunas terapéuticas contra el VPH.

5. Conclusiones
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La demostracién de estudios bioldgicos y epidemiolédgicos de que la infeccién por VPH
de alto riesgo estd asociada a la carcinogénesis humana representa un hito muy
importante en la investigacion del cancer. El establecimiento de dicha asociacion ha
llevado al desarrollo de estrategias preventivas eficientes que han tenido y seguiran
teniendo un impacto profundo en la salud publica y en el bienestar general al
disminuir la incidencia de lesiones cervicales pre-malignas y malignas. Ademas, los
estudios biolégicos sobre las proteinas del VPH no sdélo aclararon los mecanismos
moleculares de las proteinas del VPH, sino que también contribuyeron a nuestro
entendimiento de los sistemas celulares fundamentales involucrados en la vida de la

célula normal.
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