Virus y cancer: el ejemplo de los papilomavirus humanos
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Resumen

La infeccion por ciertos virus esta relacionada con la
generacion de cancer. Los papiloma virus humanos (VPH)
causan gran variedad de lesiones benignas, pre-malignas y
malignas en mujeres y en hombres. Los VPH oncogénicos son
responsables de céanceres ano-genitales (VPH16, 18) en la
poblacidon general y carcinomas cutdneos en pacientes con
epidermodisplasia verruciforme (VPHS, 8). El cancer cervical
por VPH representa la primera causa de muerte por cancer en
mujeres de paises subdesarrollados; alrededor de 500.000
mujeres desarrollan cancer cervical y unas 250.000 mueren
cada afio por esta enfermedad. Las proteinas E6 y E7 son dos
oncoproteinas codificadas por estos virus, reconocidas por ser
dos potentes oncogenes intimamente asociados con los
eventos de la transformacion maligna de las células infectadas
por VPH. Para entender los mecanismos de como E6 y E7
contribuyen con el desarrollo de malignidad en el humano,
muchos laboratorios se han avocado a la tarea de identificar
sus proteinas celulares “blanco”. Recientemente hemos
reportado que la via de sefalizacion celular del TGF-B es
inhibida por la oncoproteina E6 del VPHS5 mediante su
interaccion directa con el factor de trascripcion Smad3. El
TGF-B es crucial para el control de la detencion del ciclo
celular y en la apoptosis. El estudio de las interacciones virus-
célula podria abrir nuevas perspectivas en la comprension de
los mecanismos de la transformacion maligna inducida por
VPH y de manera general, en la comprensiéon de los
mecanismos del cancer en humanos.
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Introduccion

El cancer en el ser humano estd relacionado en
algunos casos con una infeccion viral previa. Los
virus implicados en la transformacion maligna son
responsables del 10 al 20% de casos de cancer en el
mundo y cerca del 15% de la mortalidad por esta

VIRUS AND CANCER: THE EXAMPLE OF HUMAN
PAPILLOMAVIRUSES

Abstract

Some viruses are directly related to human cancer. The human
papillomavirus (HPV) cause a variety of benign, premalignant
and malignant lesions in men and women. Oncogenic HPVs
are responsible for ano-genital cancers (HPV16, 18) in the
general population and cutaneous carcinoma in patients with
the inherited disorder epidermodysplasia verruciformis
(HPVS, 8). Cervical cancer caused by HPV is the leading
cause of death from cancer in women in developing countries;
approximately 500.000 women develop cervical cancer and
about 250.000 die every year from this disease. E6 and E7
proteins are two oncoproteins encoded by the virus. They have
been recognized as two potent oncogenes that are intimately
associated with the events that result in the malignant
conversion of virally infected cells. In order to understand the
mechanisms by which E6 and E7 contribute to the
development of human malignancy, many laboratories have
focused their attention in identifying the cellular proteins with
which E6 and E7 interact. We have recently reported that TGF-
p signaling pathway is targeted by oncoprotein E6 from HPV5
through direct interaction with transcription factor Smad3.
This interaction leads to an E6-mediated inhibition of TGF-
signaling, which is crucial for controlling cell cycle arrest and
apoptosis. The study of virus-cell interactions will open new
avenues in the understanding of their respective contributions
to the malignant progression of HPV transformed cells, and in
general, to the understanding of human cancer.
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enfermedad (1). La primera evidencia concerniente
a la relacion entre algunos virus y el céancer
sobrevino en 1911 cuando Francis Peyton Rous fue
capaz de demostrar la transmision entre aves de
corral de un sarcoma cutdneo inducido por un virus
(2-4). Peyton Rous fue entonces el primer cientifico
en demostrar que ciertos tumores pueden ser
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causados por virus y por el aporte de sus trabajos
recibio en 1966 el premio Nobel en Fisiologia y
Medicina, entre otros trabajos, por el
descubrimiento del primer virus oncogénico: el
virus del sarcoma de los pollos o de Rous (3, 4).

Mas tarde, el otro ejemplo de virus
oncogénicos en animales fue aportado en los afos
1930 por un colaborador de Peyton Rous, Richard
Shope (5). Sus investigaciones permitieron
demostrar la transmision de verrugas de conejos
enfermos por inoculacion directa de sus extractos
celulares filtrados en porcelana, a conejos sanos
que a continuacion desarrollaron verrugas de gran
tamafio que se transformaron en cancer. Aios mas
tarde, logr6 demostrarse que el filtrado celular
contenia particulas virales que posteriormente se
clasificaron dentro del grupo de los papilomavirus.

En el hombre, los tipos de cancer mas
frecuentemente asociados con una infeccion viral
previa, son el cancer hepatocelular originado por la
infeccion por los virus de las hepatitis B (VHB) (6)
y C (HCV) (7) y el cancer ano-genital, inducido
fundamentalmente por los virus del papiloma o
papilomavirus humanos (VPH), genotipos 16 y 18

(8).

A pesar de estas y otras importantes
evidencias, el campo de la virologia tumoral ha
tenido un desarrollo lento y relativamente reciente.
De hecho, s6lo han pasado algo més de 50 afios
desde que el diagnéstico de cancer de cuello
uterino, realizado en una joven mujer llamada
Henrietta Lacks, y los estudios realizados a partir
del tumor maligno, demostraron que sus células
poseian un potencial excepcional para la
proliferacion in vitro, en el laboratorio dirigido por
George O. Gey en la Universidad Johns Hopkins.
Desde entonces, estas células han sido capaces de
proliferar hasta nuestros dias y son utilizadas en
laboratorios de todo el mundo con el nombre de
células “HeLa” (9), con multiples aplicaciones en
investigacion (vacuna contra el virus de la polio,
terapias contra las leucemias, estudios sobre la
relacion cancer y virus, estudios sobre la sintesis de
proteinas, medicion de compuestos toxicos, drogas,
radiaciones, etc.). Las células HelLa se han
convertido en un estdndar mundial en materia de
cultivo in vitro de células humanas. Debemos
resaltar que estas células son efectivamente una
linea celular tumoral producto de un carcinoma de
cuello uterino inducido por el VPH de tipo 18 (9,
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10). Los VPH representan entonces uno de los
mejores ejemplos para comprender como algunos
virus pueden inducir la formacion de tumores.

Potencial oncogénico de los VPH

El cancer de cuello uterino representa la segunda
causa de céancer en la mujer a nivel mundial.
Algunos genotipos de VPH estan asociados con
mas del 95% de los casos de cancer cervical y cerca
del 20% de los casos de cancer de cabeza y cuello.
Se ha estimado que la incidencia mundial anual de
cancer cérvico-uterino alcanza a 500.000 casos
nuevos y cerca de 250.000 muertes (1). La
infeccion por estos virus representa un verdadero
problema de salud publica como agente de
transmision sexual, y en algunos casos, como
agente carcinogénico. De hecho, los VPH se
asemejan a otros virus con potencial oncogénico,
como los virus Epstein-Barr (VEB) y VHB, para
quienes la infeccion es frecuente, pero la progresion
hacia un carcinoma invasivo se produce solamente
en una minoria de casos. Esto sugiere que otros
factores intervienen en la progresion de una célula
infectada hasta su transformacion maligna. El
estudio de pacientes inmunosuprimidos y de
modelos animales de experimentacion, indican que
una respuesta inmunitaria defectuosa es uno de los
cofactores claves en la progresion maligna de las
enfermedades asociadas con la infecciéon por VPH
(11,12).

Pero, ;qué son los papilomavirus?

Los virus del papiloma o simplemente,
papilomavirus, pertenecen a una familia complejay
variada de virus (Papillomaviridae) encontrados en
diferentes especies animales como los reptiles, aves
y marsupiales, asi como en mas de veinte especies
de mamiferos (13, 14). Por razones médicas, los
VPH han sido extensivamente estudiados y hoy en
dia se han caracterizado mas de 150 genotipos
diferentes (15). Los VPH son pequefos virus de
ADN bicatenario no envueltos, de 55 nm de
diametro. Su ADN circular superenrollado esta
compuesto por cerca de 8000 pares de bases (pb) y
esta asociado a histonas celulares (13, 16, 17). La
capside icosaédrica estd conformada por 72
capsomeros, cada uno constituido por cinco
moléculas de una protéina principal o L1 de
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aproximadamente 56 kDa (principal determinante
antigénico especifico de género), que representa el
90% de la constitucién de la particula viral. La
capside contiene igualmente de 12 a 36 moléculas
de una proteina secundaria 6 L2 de alrededor de 76
kDa (18-20). Estos virus tienen la particularidad, en
su gran mayoria, de ser agentes epiteliotropos
estrictos que infectan casi con exclusividad la piel
y/o las mucosas del epitelio poliestratificado plano
de revestimiento, y es esta caracteristica lo que por
ende dificulta el desarrollo de métodos de cultivo
celular para papilomavirus y su estudio en el
laboratorio.

El otro aspecto importante y que sera
desarrollado con mayor profundidad en este
articulo, es que la infeccion por un grupo de
genotipos de papilomavirus esta asociada con la
generacion de cancer (carcinomas epidermoides y
adenocarcinomas), tanto en diversas especies de
animales que van desde pequefios reptiles, pasando
por aves y grandes mamiferos como delfines y
cetaceos, hasta el hombre (los VPH, propiamente
dichos).

Organizacion genética y replicacion de los
papilomavirus

Los papilomavirus tienen una organizacidn
gendmica comun (13, 21-23). Una sola de las dos
cadenas de ADN es capaz de codificar para la
produccion de proteinas virales, sin embargo, los
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tres marcos abiertos de lectura (MAL u OREF, del
inglés Open Reading Frame) son utilizados por el
virus para la sintesis proteica, frecuentemente con
cabalgamiento de los diferentes MAL. El genoma
viral estd conformado por siete a nueve MAL y
puede ser separado en tres regiones: 1) una region
reguladora no codificante o larga region de
regulacion (LRR) o URR (por Upstream
Regulatory Region); 2) unaregion precoz o ”E” (del
inglés Early), y 3) una region tardia o ”L” (por
Late). La LRR tiene un tamafio variable segun el
tipo de VPH y contiene el origen de replicacion
viral y lo esencial en cuanto a sefiales de regulacion
de la expresion de su propio genoma (promotores,
activadores, supresores, etc.) (Fig. 1). La regién E
representa cerca del 50% del genoma y contiene de
cincoasiete MAL (E1 a E8), que codifica proteinas
implicadas en la estimulacion de la proliferacion
celular (ES5, E6 y E7), la replicacion del propio
ADN viral (E1 y E2) (24) o la regulacion de la
transcripcion del genoma viral (E2), asi como otra
proteina, E4, expresada a todo lo largo de la fase
tardia del ciclo viral y que interviene en la
maduracion de la particula viral (25) (Fig. 1). S6lo 5
de estos MAL (E1, E2, E4, E6, y E7) se encuentran
en todos los papilomavirus. Finalmente y como ya
se habia evocado previamente, la region L
comprende dos genes presentes en la totalidad de
los papilomavirus que codifican las proteinas
estructurales o de la capside L1 y L2,
respectivamente.
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codifica para las proteinas L1
y L2 de la capside y, entre
estas dos regiones E y L, una
region que no codifica o larga
region de regulacion (LRR).
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La imposibilidad de cultivar de rutina estos
virus in vitro ha frenado por mucho tiempo el
estudio de su ciclo viral. Esto esté ligado al sistema
de replicacion de los VPH que no se lleva a cabo
sino en queratinocitos en vias de diferenciacion
terminal en epitelios estratificados de
revestimient,0 como la piel y algunas mucosas
(oral, genital, etc.). Sin embargo, el aislamiento de
dos lineas de células que contienen secuencias de
los VPH16y 31 en forma de episomas, ha permitido
estudiar el ciclo de replicaciéon de estos dos
genotipos de VPH (26, 27).

Hoy en dia se admite que los virus penetran
por una pequefia brecha o microtraumatismo en el
revestimiento cutaneo o mucoso, ¢ infecta las
células pluripotenciales o células basales del
epitelio (28). En la piel, por ejemplo, las células
pluripotenciales se encuentran situadas en la capa
de células basales de los foliculos pilosos y en las
crestas de la epidermis. Estas células
pluripotenciales o células madre, cuya tasa de
multiplicacion es muy baja, dan origen a células
basales en fase de multiplicacion transitoria. Luego
de un cierto nimero de ciclos de multiplicacion,
estas células basales detienen su proliferacion y
migran hacia la superficie del epitelio para dar
curso entonces a las etapas de diferenciacion
epitelial terminal. En las células basales, el ADN
viral persiste en forma de episomas libres y en bajo
niamero (20 a 100 copias por célula). Sélo las
células de las capas mas superficiales aseguran una
abundante produccion de particulas virales. La
expresion de los genes virales precoces en las capas
basales y suprabasales del epitelio, es responsable
delaacantosisy lahiperplasiadel tejido al inicio de
la formacion de tumores. En el caso de infecciones
por VPH de alto riesgo como el VPHI6, la
formacion de lesiones cervicales pudiera ser
facilitada por una infeccion de las células
pluripotenciales presentes en la zona de
transformacion del cuello uterino (14).

Lanaturaleza del o los receptores para VPH
en las células susceptibles a la infeccion,
permanece hasta la fecha en controversia. Segin
algunos estudios, se trata de moléculas del tipo
heparan sulfatos (29-31). Sin embargo, McMillan
et al. en 1999 (32), demostraron que la alfa 6
integrina puede ser utilizada por el VPH6 como
receptor celular. Estudios recientes han demostrado
que la internalizacién de particulas virales que se
adosan a la membrana de la célula susceptible,
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puede tener lugar por endocitosis y la formacion de
vesiculas recubiertas de clatrina (33, 34), o por via
caveolar (35).

La descapsidacion se lleva a cabo en los
endosomas por la destruccion de los puentes
disulfuro intracapsémeros lo cual permite el
transporte del ADN viral hacia los poros nucleares
de la célula recién infectada (36). En el nucleo se
produce la expresion de los genes precoces E1, E2,
E6, y E7. La replicacion vegetativa del genoma
viral (de 1.000 a 10.000 copias por cé¢lula) toma
lugar en las capas superiores de la epidermis, donde
se produce igualmente la sintesis de las proteinas
L1 y L2 de la capside y la maduracién de los
viriones, momentos antes de la descamacion del
epitelio y la liberacion de las nuevas particulas
virales hacia el medio exterior (37). El ciclo de
replicacion viral estd por ende estrechamente
ligado a la diferenciacion terminal de los
queratinocitos.

VPH Yy cancer de cuello uterino

En las mujeres que no son capaces de eliminar o
limitar su infeccion producida por algun VPH
oncogénico con tropismo genital, como los VPH16
y 18, las lesiones cervicales pueden progresar de
una lesiéon de bajo grado, como la neoplasia
intraepitelial cervical de grado I 6 II (NICI ¢ II) a
una lesion de alto grado (NICIII y carcinoma in
situ) y hasta la generacion de un cancer invasivo
(38, 39) (Fig. 2). Las células de lesiones de bajo
grado permiten la producciéon de grandes
cantidades de virus (lesiones altamente
“productivas”). No obstante, las lesiones de alto
grado tienen una pobre capacidad para producir
particulas virales (40) (Fig. 2). El evento crucial en
la progresion de una lesion productiva hacia la
neoplasia de alto grado es, en la mayoria de los
casos, la integracion de secuencias del ADN viral al
genoma celular, lo que conduce a la pérdida de la
expresion de la proteina viral E2 (encargada de
controlar la expresion de las otras proteinas
virales), a una falla en la regulacion negativa de la
sintesis de las oncoproteinas virales E6 y E7, a la
proliferacion de las células basales y parabasalesy a
la incapacidad para la reparacion de mutaciones
que pueden tener lugar en el ADN celular (41). Se
ha demostrado que la integracion del ADN viral de
VPH oncogénicos siempre se acompafia de la
delecion del gen viral E2 (Fig. 2). Un defecto en la
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expresion de las proteinas E1 y/o E2 del VPH31
conduce por ejemplo, a la integracion del genoma
viral en el ADN celular. Se conoce que E2 es un
importante represor transcripcional del promotor
precoz viral y su pérdida facilitaria la conversion
maligna de las células infectadas por un aumento en

Cuello
normal

Lesion Intraepitelial Escamosa (LIE 6 SIL)
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la expresion de la actividad transformante de las
proteinas virales precoces E6 y E7. Ademas,
experimentos ex vivo han demostrado que la
proteina viral E2 es capaz de inducir la detencion
del ciclo celular en la fase G1, la apoptosis y la
senescencia (42-44).

Cancer
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Figura 2. Infeccion por VPHy desarrollo de cancer de cuello uterino. En un primer término, el VPH penetra en las células de 1a
capa basal del epitelio a través de una brecha o microtraumatismo. En la mayoria de los casos, la infeccién es controlada po

accion de lasrespuestas innata y adquirida o adaptativa. En otros casos, puede causar lesiones intraepiteliales de diferente grado
con la produccién de nuevas particulas virales. Cuando se trata de una infeccién por VPH de alto riesgo, puede ocurrir la

integracion del ADN viral al ADN celular, evento que cursa con la pérdida de 1a expresion de la proteina viral E2 y un aumento e
la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 lo cual impulsa entonces la evolucion hacia lesiones de alto grado y el carcinoma
invasor.

Las oncoproteinas de los papilomavirus
Proteina E5

En realidad, se trata de un pequefio péptido de 42 a
83 aminoacidos de largo (de acuerdo al genotipo de
VPH). De manera interesante, los VPH con
tropismo cutdneo y asociados con la
epidermodisplasia verruciforme, no poseen el gen
que codifica para la proteina ES. Esta proteina se
localiza en los compartimientos endomembranales

de la célula, principalmente en el aparato de Golgi
(papilomavirus bovino o VPB) y en el reticulo
endoplasmatico (VPH16). E5 es capaz de
interactuar con la proteina celular ‘de 16k
(ductina/sub-unidad C). Se cree que esta
interaccion es responsable de la disregulacion de
canales de tipo gap o gap-junction, claves para la
alcalinizacion del Golgi y de los endolisosomas. ES
de VPBI activa también el receptor del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF; por
Platelet-Derived Growth Factor), mientras que ES
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del VPH16 aumenta la respuesta al factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el receptor de la
endotelina y sus ligandos respectivos. Estas
asociaciones han demostrado por lo menos in vitro,
unarelacion de ES con los procesos involucrados en
el desarrollo de metastasis. Sin embargo E5 se
produce regularmente durante los estadios precoces
de la infeccion viral, mientras que el gen E5 se
encuentra eliminado en la mayoria de los canceres,
lo que luce contradictorio con el posible rol de esta
proteina en las etapas tardias de la carcinogénesis
asociadas con VPH (para mayores detalles,
sugerimos leer la revision sobre E5 de Venuti y
Campo) (45).

Oncoproteinas E6y E7

Los dos genes precoces E6 y E7 de los VPH de alto
riesgo juegan un papel crucial en la replicacion
vegetativa viral y eventualmente en la formacion de
tumores. Por el contrario, las proteinas E6 y E7 de
los VPH de bajo riesgo, poseen un poder de
transformacion celular menos acentuado (46). Se
ha sugerido que, de acuerdo a datos de estructura
proteica, estas dos principales oncoproteinas tienen
un ancestro comun (47, 48). Una de las evidencias
que muestra la participacion de las proteinas
precoces E6 y E7 en los procesos de transformacion
y malignidad proviene de analisis bioquimicos, sin
embargo, la prueba ultima que ha demostrado su
papel transformante estd dada mediante la
utilizacién de siARN (silenciamiento post-
transcripcional de un gen por inhibiciéon con
secuencias cortas de ARN), el cual puede aparearse
con el ARN mensajero de E6 y E7 y conducir a su
degradacion para restablecer un fenotipo normal a
lineas celulares previamente transformadas por la
expresion de estas dos oncoproteinas (49, 50). Se ha
demostrado que E6 y E7 son igualmente capaces de
alterar varias vias o cascadas de sefalizacion
celular puestas en juego en el control del ciclo
celular, la diferenciacion y la apoptosis,
fundamentalemente mediante la interaccion y
neutralizacion de la funcion reguladora de dos
factores centrales de supresion de tumores, p53 y
Rb (51), como se revisard mas adelante.

La funcioén inicial de las proteinas E6 y E7
es la de permitir a los queratinocitos en vias de
diferenciacion terminal, de reiniciar muchas veces
el ciclo de multiplicaciéon celular, permitiendo el
paso constante de la fase G1 a la fase S para que el

138 [Revista Medica de la oxtension Portuguesa - [ULLA

VOL. 1 /NUM. 3/2007

VPH pueda asi usurpar la maquinaria celular
necesaria para la replicacion viral. El problema es
que las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo
de cancer, poseen propiedades bioldgicas
particulares que juegan un papel protagonico en la
transformacion maligna de las células infectadas
por estos virus. A continuacion se describen de
forma mas o menos detallada, las caracteristicas y
funciones de estas dos oncoproteinas virales.

Proteina E6

E6 estd compuesta por ~150 aminoacidos de
acuerdo al genotipo de VPH y de dos (2) estructuras
en dedos de zinc, que representan motivos
bioquimicos esenciales para la funcion de la
proteina (Fig. 3). E6 es capaz de inmortalizar
células epiteliales humanas primarias y junto con el
factor Ras activado, transformar células primarias
de roedores de experimentacion. E6 interactua con
numerosas proteinas celulares, incluyendo
supresores tumorales, factores de transcripcion y
coactivadores, transductores de sefializacion
celular, reguladores de la polaridad y crecimiento
celulares e incluso las proteinas llamadas
“ubiquitin ligasas” implicadas en la degradacion de
otras proteinas por via del proteasoma. Sin
embargo, el primer “blanco” celular de E6 y muy
probablemente el mas importante en haber sido
identificado hasta la actualidad, es el supresor de
tumores p53 (Fig. 3). La interacciéon con E6
conduce a la degradacion de p53, a través de la
union simultanea con una ubiquitin ligasa (E6-AP)
permitiendo la inmortalizacion y la transformacion
celular luego de la acumulacion de mutaciones en el
genoma de la célula infectada. E6 también es un
factor de transcripcion, capaz de estimular la
produccion y activacion de la telomerasa (WTERT),
del factor estimulador del endotelio vascular
(VEGF), la fibronectina y del oncogen c-Myc (Fig.
3). La expresion continua de E6 es necesaria y
suficiente para el mantenimiento del estado
transformado de células transfectadas por esta
oncoproteina viral (52).

Proteina E7

La proteina E7 del VPH de tipo 16 es una proteina
de expresion nuclear, de 98 aminoacidos con sitios
de fosforilacion por parte de la caseina quinasa II,
en las serinas de posicion 31 y 32 para su activacion.
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Figura 3. La proteina E6 del VPH16. Los dos dedos de zinc son mostrados, asi como las principales asociaciones celulares|

agrupadas de acuerdo al sitio de interaccion con E6 y los genes activados por esta oncoproteina.

E7 se divide en tres dominios: region conservada
(CR por Conserved Region) 1 (aminoéacidos 1-20),
CR2 (21-39) y CR3 (40-98), correspondiendo a
dominios conservados y similares a la proteina E1A
de los adenovirus y al antigeno mayor T del virus
SV40 (53). E7 es capaz de formar dimeros gracias a
la presencia de un motivo en dedo de zinc presente
en el dominio CR3. Este motivo es esencial para el
repliegue y viabilidad de la proteina (Fig. 4).

E7 interactiia con varias proteinas celulares
relacionadas con la regulacion de la proliferacion
celular, en particular, de la etapa de transicion de la
fase G1 a la fase S del ciclo celular. De hecho,
estudios bioquimicos han demostrado que E7 se
asocia e inactiva a miembros de la familia de
supresores de tumores del retinoblastoma (Rb,
p107, p130). De igual forma, E7 es capaz de
asociarse con las desacetilasas de histonas
(HDAC), factores de transcripcion del tipo AP1, la
proteina de interaccion con la TATA box (TBP),
diferentes ciclinas, con cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) y algunos de sus inhibidores (Fig.

p107 p107
p130 p130
Interactores | p21cP
celulares
TBP
p48
. IRF-1 IRF-1 F-Actina

4). Estas interacciones son los medios por los cuales
E7 genera la disregulacion del ciclo celular y asi
conduce a un aumento de la tasa de proliferacion
celular, a la inmortalizacion y finalmente, a la
transformacion. E7 es considerada entonces como
la oncoproteina principal en los VPH genitales de
alto riesgo de cancer (VPHI16, 18, 31, 33, 39, 54,
etc.). La proteina E7, de la misma manera que la
proteina E6, se expresa continuamente a lo largo del
proceso de transformacion maligna (54).

En conclusion, las proteinas E6 y E7 juegan
un papel preponderante durante el ciclo de
replicacion viral, permitiendo le reentrada
constante en el ciclo celular. Sin embargo, el
aumento en la expresion de estas proteinas, en el
caso de los VPH genitales de alto riesgo, conduce a
la inmortalizacion de los queratinocitos del cuello
uterino y favorece la ocurrencia de mutaciones en el
genoma celular y a la inestabilidad genética,
procesos claves asociados con la transformacion
maligna.

Figura 4. Esquema de la
proteina E7 del VPH16. Se
muestran los tres dominios
CR1,CR2y CR3, asi como el

pRD motivo en dedo de zinc en el

p107 dominio CR3 y los

p130 principales “socios” o
interactores celulares

TBP agrupados de acuerdo al sitio
deinteraccion conE7.

IRF-1
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VPHy cancer de piel

Se cree que los VPH juegan un papel importante en
la carcinogénesis cutanea en la poblacion general,
aunque esto aun no ha podido demostrarse con
claridad. En efecto, métodos muy sensibles basados
en PCR han permitido detectar secuencias de ADN
de VPH de la epidermodisplasia verruciforme (EV)
en carcinomas espinocelulares en cerca del 40% de
pacientes inmunocompetentes y 80% de
transplantados renales (23, 55-57). Ademas,
algunos VPH cutaneos son responsables de
carcinomas de piel (VPHS y 8) en pacientes que
padecen la EV. Esta genodermatosis autosomica
recesiva rara constituye un modelo de estudio de
predisposicion genética a la infeccion por VPH
oncogénicos. En el caso de los VPH de la EV
asociados al cancer de piel de tipo no mélanico
(carcinomas cutdneos baso y espinocelulares), se
ponen en juego mecanismos distintos a los
observados en los casos de cancer genital asociado
a VPH. Estudios recientes han permitido demostrar
que: 1) transcritos especificos de VPH de la EV
pueden evidenciarse en canceres cutaneos; 2) la
transcripcion de algunos VPH de la EV es activada
por los rayos UV, y 3) el ADN de algunos VPH es
mas frecuentemente detectado en los precursores
de epiteliomas espinocelulares (queratomas
actinicos) que en el propio cancer. El conjunto de
estos datos podria indicarnos un papel posible de
los VPH dela EV en la iniciacion o la promocion de
tumores por un mecanismo de Ait and run (58-60).

Estado fisico y transcripcion del genoma
viral en los casos de cancer cutaneo en la EV

Los genomas virales se mantienen en estado de
episomas multiples en los casos de cancer de la EV
(en el cancer de cuello uterino, el genoma viral esta
frecuentemente integrado al genoma celular). Se ha
determinado que puede haber de 100 a 500 copias
de ADN viral por célula (13, 61, 62) y en algunas
lesiones cancerosas, se observan también
deleciones en la region tardia del genoma viral y en
otras, en laregion 5'de la LRR de los VPHS y 8 (22,
63). Sin embargo, no ha podido demostrarse
mutacion puntual alguna en los genes virales
durante la progresion tumoral. Por otro lado, se ha
demostrado que en los carcinomas cutdneos existe
una abundante tasa de transcripcion de dos ARN
mensajeros que corresponden a la expression de
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genes E6 y E7 delos VPHS y 8 (63). Los transcritos
de esta region E6/E7 se detectan durante todo lo
largo del proceso de transformacion maligna (64,
65), lo cual puede sugerir que las oncoproteinas E6
y E7 desempefian un papel importante en la
progresion tumoral (66, 67). A diferencia de los
VPH genitales en quienes un solo promotor
localizado en la LRR permite la expresion de E6 y
E7 en forma de un ARNm policistronico, dos
promotores permiten la expresion de los oncogenes
E6 y E7 de los VPHS y 8 localizados
respectivamente en la LRR (E6) y en la fase abierta
delecturade E6 (E7).

Las proteinas precoces E6 y E7
de los VPH de la EV

La transfeccion de lineas de fibroblastos de ratones
(C127) o de ratas (Ratl) con un vector retroviral
que contiene diferentes secuencias de la region
precoz del VPH8 ha permitido observar que la
expresion del gen E6 es suficiente para conferir un
fenotipo maligno a las células (68). La capacidad
transformante de la proteina E6 ha sido observada
igualmente en otros VPH relacionados con la EV
(VPHS, 14, 21 y 25), sin embargo, su eficacia para
la transformacion es menor (69, 70).
Recientemente se ha puesto en evidencia que un
aumento en la expresion de la proteina E6 estimula
la actividad del principal regulador de la
transcripcion viral, la proteina E2 y del co-
activador celular p300, quien coopera en la
activacion de la expresion genética del VPHS (71).
Cabe destacar que la oncoproteina E6 de los VPH
de la EV, no inhibe la actividad transcripcional de
p53 y no se asocia a esta proteina para inducir su
degradacion, como en el caso de los VPH genitales
de alto riesgo (72-74). Sin embargo, se ha
observado que la oncoproteina E6 de VPHS inhibe
la apoptosis inducida por los rayos UV (75),
reduciendo la actividad de la proteina pro-
apoptotica Bak (76).

Por otro lado, el producto del gen E7 de los
VPH de la EV no tiene ninguna actividad
transformante en células inmortalizadas de
roedores en cultivo (68, 70); aunque E7 de VPHS
posee una cierta actividad transformante en una
linea de fibroblastos de rata que expresa el gen H-
ras (77). Laproteina E7 de los VPHS y 8 es capaz de
asociarse con la proteina celular pRb, pero no
induce su degradacion como sucede con la proteina
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E7 de los VPH genitales oncogénicos (78, 79).
Ademas, la proteina E7 de VPH47 induce la
transactivacion de promotores dependientes del
factor E2F (80). De manera interesante, se ha
observado que E7 parece estimular la capacidad de
migracion de células transformadas a través de la
membrana basal que separa la epidermis de la
dermis (81).

Nosotros hemos podido recientemente
identificar la asociacion de la oncoproteina E6 de
VPHS vy el factor de transcripcion celular Smad3
(82), cuyo rol en la cascada de sefializacion celular
iniciada por el factor transformador del crecimiento
beta (TGF-p), es fundamental para la detencion del
ciclo celular en la fase GIl, permitiendo la
diferenciacion terminal de células como los
queratinocitos de piel (83). Laasociacion entre E6 y
Smad3 genera larepresion de la via del TGF-3 (82),
lo que pudiera ocasionar una liberacion de los
mecanismos de control para la progresion del ciclo
celular, permitiendo asi la presencia y plena
disponibilidad del conjunto de polimerasas de ADN
y de ARN que seran usufructuadas por el VPH para
permitir su propia replicacion vegetativa.

Estos hallazgos nos condujeron a realizar
experimentos que nos permitieran identificar si esta
asociacion era exclusiva de genotipos de VPH con
potencial oncogénico y con tropismo cutaneo como
el VPHS, o si se trataba de una asociacion que podia
encontrarse con otros genotipos. La respuesta a esta
interrogante ha sido contundente y gracias a
experimentos de dos hibridos en levaduras y de co-
inmunoprecipitacion en queratinocitos humanos
(la linea celular HaCaT), solo las proteinas E6 de
los VPHS y 8 (VPH cutaneos con potencial
oncogénico) son capaces de interactuar y reprimir
la actividad de la proteina celular Smad3; mientras
que no existe ninguna asociacion entre la proteina
E6 de los VPHI, 3 y 9 (VPH cutaneos no
oncogénicos), VPH6 y 11 (VPH con tropismo
genital con bajo riesgo de producir cancer), o los
VPH16, 18, 33 y 39 (VPH genitales de alto riesgo
de céncer) (resultados atin no publicados). Esto
ultimo indica que, muy probablemente, la
asociacion exclusiva de E6 de VPH cutdneos con
potencial oncogénico (genotipos 5y 8) con Smad3
tenga un significado particularmente importante en
lapérdida de la actividad ejercida por el TGF-3 para
el control del ciclo celular y la apoptosis, funciones
claves en la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion de las células, cuya alteracion
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pudiera explicar en parte la relacion entre la
infeccion por VPHS y/u 8 y la generacion de cancer
de piel.

Conclusiones

La relacion entre la infeccion por algunos virus y la
generacion de cancer, particularmente los virus
ADN (virus de la hepatitis B, algunos virus herpes y
adenovirus), ha sido establecida de manera mas o
menos clara. Sin embargo, quizas no exista mejor
ejemplo de la relacion directa entre virus y cancer
que la infeccion por algunos genotipos de VPH y el
cancer de cuello uterino. Durante la infeccion por
VPH, las oncoproteinas E6 y E7 juegan multiples
roles, fundamentalmente en la interferencia de
algunas vias de sefializacion celular a los fines de
crear un microambiente favorable para la
replicacion viral, y en la neutralizacion de algunos
mecanismos de control celular claves, que son
“encendidos” para forzar a la célula a recomenzar el
ciclo de multiplicacion del ADN celular. De esta
manera, E6 y E7 son capaces de bloquear la
apoptosis interfiriendo con la actividad de p53 y
pRb, respectivamente, conduciendo a la
degradacion de estos dos importantes genes
supresores de tumores, permitiendo asi la
ocurrencia de errores (mutaciones) durante el
proceso de multiplicacion del ADN celular.
Ademés, E6 y E7 inhiben la diferenciacion terminal
y la senescencia de las células infectadas,
resultando en la inmortalizacion de las mismas.
Finalmente, las dos oncoproteinas virales son
capaces de interferir con los procesos que controlan
el contacto intercelular, la polarizacion y los
mecanismos de defensa innata de las células,
facilitando los procesos de invasion y metastasis de
las células transformadas.

Deberia quedar claro sin embargo, que el
panorama descrito en este texto, esta lejos de ser la
evolucion “fisiologica” que ocurre generalmente
después de una infeccion por VPH; sino mas bien
representa el resultado o evolucion mas grave que
so6lo ocurre en una minoria de los casos y que
involucra la conjuncién de procesos
multifactoriales y progresivos. No obstante, el
cancer cervical continua siendo un problema de
salud publica extremadamente serio, representando
una de las primeras causas de mortalidad por cancer
en mujeres en todo el mundo (84); asi que el estudio
de la biologia de los VPH y en particular, de las
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oncoproteinas E6 y E7 y sus “blancos” celulares,
debe constituir la piedra angular en el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas.
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