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Resumen. Se examind la historia de la relacion entre la infeccion con el
VPH, las lesiones intraepiteliales y el cancer del cuello uterino. Inicialmente
los hallazgos fueron descritos en Maracaibo (1971), luego en México en 1973
y posteriormente los estudios sobre la ultraestructura ¢ inmunohistoquimica
de este virus y su importancia en la génesis del cancer cervical. Se describi6 la
ultraestructura de los viriones y sus diferentes proteinas senalando el rol de
ellas en la incorporacion del genoma viral a los queratinocitos del cérvix. La
cubierta glicoproteica de los queratinocitos ha sido objeto de estudios y se se-
nal6 la importancia de la misma durante la infeccion con el VPH y su relacion
con pl6, los antigenos de grupos sanguineos y alteraciones tempranas en dife-
rentes genes, las que conllevan cambios en el ciclo celular con pérdida de la
heterocigosis, fenémenos que estimulados por la infeccion con el VPH de alto
riesgo, conducen al cancer del cuello uterino.
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Human papilloma virus and cervical cancer. An historical review
on the development of research on cancer of the cervix uteri in
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Abstract. The history on the relationship of VPH infection and cervical
cancer was examined. Findings were initially reported in Maracaibo(1971),
later in Mexico(1973) and thereafter several studies on the ultrastructure and
immunohistochemistry of VPH infection and its role on cervical cancer were
described. The ultrastructural findings of viral particles of HPV and their pro-
teins, as well as their role in the incorporation of the viral genome to the hu-
man cervical cells were also described. Glycoproteins on the surface of cervi-
cal cells were reviewed and their importance on HPV infection was related to
p16, blood group antigens and early genetic changes in the cell cycle with
loss of heterozigocity, all of which, stimulated by the high risk HPV infection

lead to cervical cancer.

LA HISTORIA

En un principio, como si fuese un
enunciado biblico, todo comenz6 en el VIII
Congreso Latinoamericano de Patologia
que tuvo lugar en Maracaibo, Venezuela, a
orillas del lago de Coquivacoa, en octubre
del afio 1971. Un ginecodlogo, el doctor Jor-
ge Négel y un patdlogo el doctor Elio Casa-
le Ochoa, ambos venezolanos, ejerciendo en
Caracas, demostraron con el microscopio
electronico (ME) en un trabajo libre, pre-
sentado en aquel Congreso, que existian
particulas virales en unas lesiones del cue-
llo uterino que colposcopicamente apare-
cian como manchas rosadas. Estaba yo sen-
tado en la audiencia, al lado del doctor José
Trinidad Nunez Montiel, un ginecologo ex-
perto en colposcopia (para la época, los
norteamericanos no creian en este procedi-
miento diagndstico, pero “JotaTe”, como le
llamabamos nosotros a este genial ginecolo-
g0, era reconocido como experto colposco-
pista en Suecia y en la Argentina donde iba

a hablar en los Congresos sobre “mosaicos”
y “recuadrados”, una terminologia que re-
cién comenzaba a crearse y que para los gi-
necologos de la época sonaba esotérica.
Unos afios antes, Nanez Montiel habia sido
capaz de demostrar con el uso de una pinza
que abria todo el canal endocervical y con
la ayuda del lugol, la presencia de focos de
displasia en los sitios mas profundos del
cuello uterino. JT quien usaba una pitillera
corta y la mantenia en la boca pasandola de
un lado al otro, capt6é la importancia del
asunto cuando escuché lo que decian Nagel
y Casale en el VIII Congreso de la SLAP e
inmediatamente volte6 a mirarme y me
dijo... =“iChico, si ti tienes el microscopio
electronico (ME) y yo el colposcopio, vamos
a resolver el problema del origen del cancer
cervical en menos de lo que canta un ga-
llo!” Habiamos venido examinando con el
ME biopsias del cuello uterino y estdbamos
conociendo mejor la ultraestructura del
epitelio exocervical, cuando JT nos hizo
aquel premonitor comentario (1, 2). El doc-
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tor Naniez Montiel era un médico muy preo-
cupado y estudioso y venia de haber estado
durante afios dandole vueltas al tema de las
tricomonas y su efecto sobre el epitelio cer-
vical, las veia con su colposcopio, girando y
girando, hasta a meterse en el epitelio
usando sus flagelos y pensaba cuanto y
como deberian irritar la superficie de los
queratinocitos. Ya habiamos tomado mues-
tras y examinado casos de tricomoniasis
con el ME y estdbamos pensando en comu-
nicar nuestros hallazgos en un trabajo por
lo que algunas de estas experiencias sobre
las tricomonas serian publicadas unos anos
mas tarde (3, 4).

Pero el asunto de los virus parecia ser
otra cosa. Estos virus del Polioma-Papiloma,
sabiamos producian las verrugas, las obser-
vadas en las mucosas genitales conocidas
como condilomas y las verrugas vulgaris de
la piel denominadas popularmente “cadi-
llos”. Evidentemente estas lesiones que si-
mulaban ser pequenos coliflores eran verda-
deros tumores. Aquellos condilomas, eran
tumores ginecoldgicos y sabiamos bien que
ellos se veian mas frecuentemente en muje-
res de escasos recursos. Si el origen era vi-
ral, algo nos decia que el cancer del cuello
uterino, que era y sigue siendo la primera
muerte por cancer en la mujer venezolana,
podia tener algo que ver con un virus que
producia tumores. Tan pronto terminé el
Congreso de la SLAP del aiio 1971, JT ini-
ci6 la febril tarea de tomar biopsias y noso-
tros nos dispusimos a buscar y pronto a de-
tectar las particulas del virus del Papiloma
Humano (VPH) en el cuello uterino. En
unos meses ya estibamos obteniendo resul-
tados esperanzadores. En aquellos dias, lu-
chaba yo por convencer a mis colegas pato-
logos, de que los halos coilociticos que veia-
mos en los cortes histol6gicos no eran pro-
ducto de la llamada “sobrecarga glucogéni-
ca”. Haciamos coloraciones para demostrar
que no eran halos de glucégeno, pero ellos
no creian que podian ser algo diferente.

Cuando JT les hablaba de los virus, sencilla-
mente, se refan de ¢l... Habia algo de envi-
dia, digo yo, y mucha incredulidad para no
modificar conceptos ya establecidos. Algu-
nos de nuestros colegas decian que JT esta-
ba loco, y como siempre sucede, él tenia
enemigos por lo preciso de su verbo, por lo
llano de su manera de ser, tal vez por esa
pasion obsesiva por su trabajo (era capaz de
buscar a una paciente pobre en un barrio
hasta con la policia, para obligarla a ir al
hospital y tratarla para que no se maligniza-
ra un proceso que ¢l consideraba pre-neo-
plasico). Estas cosas hacian de JT un ser di-
ferente, un ginecologo que examinaba y
operaba a las mujeres costeandoles la hos-
pitalizacion de su bolsillo y sin cobrarles
por sus servicios... iCudnto sabia! Quizas
por eso mismo, nunca fue llamado a ense-
fnar como profesor de la Universidad (aun
cuando suena disparatado, no es sino una
de nuestras tipicas contradicciones). El car-
go de profesor nunca se lo dieron. En reali-
dad le fue varias veces escamoteado, y en-
tretanto, era invitado a dictar charlas en
Europa o en otros paises de América, era fe-
licitado por unos pocos amigos y a la vez
era envidiado por muchos de sus colegas. El
siguiente Congreso Latinoamericano de Pa-
tologia se dio dos anos después. El ano
1973 presentamos nuestros resultados en
México. Yo era un patdlogo de 33 afos, un
pich6n de investigador, pero nunca olvidaré
aquella memorable tarde, en Mérida, capi-
tal de la peninsula de Yucatdn. Al final de la
presentacion de ambos trabajos, donde de-
mostriabamos la presencia del VPH en el
epitelio cervical y lo relacionabamos con el
cancer, el doctor Javier Arias Stella quien
habia estado presente, se me acercO para
decirme que seguramente yo no tenia idea
de la importancia de lo que acababa de
mostrarles, pero que era algo crucial y que
los afios habrian de demostrarlo. Javier, con
Pelayo Correa y con Rui Pérez Tamayo eran
para la época, la flor y nata de la Anatomia
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Patologica latinoamericana... Yo emociona-
do recibi sus elogiosos comentarios, sin
captar realmente su valor. Con las vueltas
que da la vida, seria en San Sebastidn, en el
Pais Vasco, muchos afos después, a co-
mienzos de la década de los noventa del pa-
sado siglo XX, cuando volveriamos a revivir
aquellos dias y Don Javier Arias Stella tuvo
la deferencia de comentar este hecho en
una hermosa charla sobre nuestra especiali-
dad dictada en el Pais Vasco, en unos lluvio-
sos dias de noviembre vividos alld en Donos-
tia, frente al mar Cant4abrico... Su conferen-
cia fue reproducida en 1993 en la Revista
Patologia de la Sociedad Latinoamericana
de Patologia (5).

Volviendo al IX Congreso de la SLAP
en Mérida, Yucatian, México, del ano 1973,
la presentacion de los 2 trabajos libres fue
publicada en el Suplemento de la Revista
Patologia (Mex) en las Memorias del IX
Congreso de la Sociedad Latinoamericana
de Patologia, Mérida Yucatan, México, 1973
(6, 7). Cualquiera que conozca sobre la his-
toria del VPH y sus publicaciones, notara
que para la época, el investigador canadien-
se Maisels y el germano ZurHausen todavia
no comenzaban a hablar del virus del papi-
loma ni de su probable relacién con el can-
cer cervical. Los cambios citologicos de la
infeccion con este virus fueron descritos
inicialmente por Meisels y Fortin (8) ¢
igualmente por Puroloa y Savia (9) en
1976. Una publicacion relacionada con es-
tos hallazgos, aparecida unos afios mas tar-
de (1978), ya viviendo en Caracas, en una
revista que para la época llevaba un buen
record de ininterrumpida presencia (10),
resumié nuestras experiencias durante los
anos de trabajo en Maracaibo y quiso ser un
homenaje al increible personaje que habia
sido JT Nunez Montiel, por ello llevaba un
epigrafe que decia: “Esta investigacion so-
bre la papilomatosis cérvico-vaginal, es el
producto de las inquictudes y el teson de
José Trinidad Nunez Montiel, brillante gine-

c6logo zuliano, hoy ya desaparecido. El sin-
ti6 muy de cerca el abatimiento y la decep-
cion al ver como sus colegas dentro y fuera
de la Universidad del Zulia, no valoraron sus
esfuerzos para hacer investigacion sobre el
cancer del cuello uterino. Este trabajo es el
fruto de sus ideas y espero pueda servir
como homenaje péstumo a su memoria”.
Unos afnos mas tarde, con el doctor
Francisco (Pancho) Rincon Morales, un gi-
necologo maracaibero ejerciendo en Cara-
cas, quien nos decia con orgullo se sentia
sucesor de las ideas y de la obra de JT, nos
interesamos en el tema de las lesiones vul-
vares provocadas por el VPH, les hicimos
ME de transmision y de barrido y de alli sur-
gieron otras publicaciones (11-13). El ano
1984, en el Boletin de la Sociedad Venezo-
lana de Anatomia Patolégica Vol. 1, No. 1
Enero-febrero, escribi un Editorial que aho-
ra ya ni se que lo hice, pero era como otros
tantos articulos sobre temas para pensar en
lo que Pancho Rincén denominaba “la cifra
ignominiosa” al referirse al nimero de mu-
jeres que fallecian anualmente por cancer
del cuello uterino. Llegamos a pensar que
dichos escritos, solo servian como catarsis,
pero llamabamos la atencion sobre las fallas
en el sistema para lograr un despistaje efi-
ciente de los casos de cancer utilizando la
citologia vaginal y destacamos como desa-
fortunadamente, la conducciéon de estos
programas sanitarios permanecian en las
manos de funcionarios quienes no eran en
principio especialistas en patologia. Las
controversias con los citotecnélogos surgie-
ron en la medida que comencé a publicar
mis reflexiones. Algunas en la prensa de Ca-
racas y de Maracaibo, y quizas especialmen-
te por las verdades que decia en “Reflexio-
nes de un Anatomopaté6logo”, un libro que
se publicé auspiciado por la Directiva de la
Sociedad Venezolana de Anatomia Patoldgi-
ca el ano 1991. Anos después en otro libro
de ensayos “Mas reflexiones sobre la Patolo-
gia y el Pais” publicado en 1998, hay algu-
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nos articulos de prensa aparecidos durante
varios anos en El Nacional, Panorama, El
Diario de Caracas, ete, repitiendo la histo-
ria de las estadisticas que demostraban y lo
siguen haciendo, como en el curso de los
anos, lejos de haber mejorado luego de mas
de 50 anos de hacer despistaje de cancer
por citologia, la curva del carcinoma cervi-
cal en Venezuela no se ha modificado sub-
stancialmente. Esto puede parecer una
muestra del mas terrible subdesarrollo o
mejor, de la entropia tropical, ese desorden
e irresponsabilidad que nos ha caracteriza-
do desde siempre a quienes deberiamos ha-
ber adoptado con seriedad y organizacion,
medidas para que el cancer del cuello uteri-
no, va estuviese desapareciendo de nuestra
tierra. Con el argumento de “la idiosincra-
sia”, o de nuestra particular manera de ver
la cosas, superficialmente, sin ir al meollo
del asunto, el tiempo pasa y lejos de mejo-
rar, las condiciones de los pacientes que
son la mayoria del pueblo que no tiene re-
cursos, se deteriora cada dia mas. Los poli-
ticos, solo se ocupan de llenarse los bolsi-
llos y por eso es que en el fondo, si quere-
mos buscar un culpable pudiésemos pensar
que paradéjicamente, es “el exeremento ne-
gro del diablo”, el petréleo, que ha hecho
tan rica esta nacién y tan pobres a sus
ciudadanos.

La presencia de las secuencias de ADN
viral en el cancer del cérvix, fue demostrada
por Harald Zur Hausen (14, 15) en la déca-
da de los 90, lo cual le valdria el Premio No-
bel de Medicina el ano 2008, junto con
Francgoise Barré-Sinoussi y Luc Montagnier.
En un estudio cito-histolégico realizado en
Venezuela durante el afo 1994, se re-eva-
luaron 100 citologias determiniandose que
en el 35% de ellas se podia detectar la aso-
ciacion de NIC con VPH; de esa re-evalua-
cion histologica se determiné que el 63%
mostraban NIC y VPH (16). Los estudios
iniciales sobre la presencia de VPH en el
pais utilizando métodos de biologia molecu-

lar fueron publicados en 1997 (17), poste-
riormente, la poblacién estudiantil venezo-
lana fue analizada por PCR y se demostra-
ron altos porcentajes (80,5%) para los tipos
de VPH de alto riesgo; se ha descrito tam-
bién la presencia frecuente de virus de alto
riesgo en las muestras cervicales de pacien-
tes con lesiones de bajo grado, destacando-
se el hecho de que la infeccion se observaba
en pacientes muy jovenes (18).

EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del Papiloma Humano no tiene
envoltura, posee una capside icosehédrica y
se replica exclusivamente en el epitelio pla-
no estratificado de la piel y de las mucosas.
Existen mas de 10 tipos de VPH y hay un
grupo de ellos denominado de alto riesgo
que se encuentra en el cancer del cuello
uterino y en otros carcinomas, del canal
anal, de la orofaringe y del pene (15).

La infeccion genital con el virus del pa-
piloma humano (VPH) es hoy dia la enfer-
medad de transmision sexual mas comun
en el mundo y aunque estas infecciones ge-
neralmente son transitorias, existen dos he-
chos de caracter relevante; primero, la in-
feccion puede ser persistente y segundo,
existen de mas de 15 tipos de VPH de alto
riesgo. Estos virus constituyen la causa di-
recta de los casos de carcinoma epidermoi-
de y adenocarcinoma del cuello uterino y
sabemos hoy que el 70% de de los casos de
cancer cervical se deben a VPH de los tipos
16 y 18 (19). Con los nuevos métodos de
biologia molecular los estudios de Nubia
Munoz y sus colaboradores en la Agencia
Internacional para Investigacion sobre el
Cancer (IARC) en Francia, han concluido
que en un 99,7% de todos los casos de can-
cer cervical, el VPH es la causa necesaria
para que estos tumores se hayan desarrolla-
do (20).

La mayoria de los carcinomas del cue-
llo uterino se inician como alteraciones in-

Vol. 51(2): 195 - 208, 2010



198

Garcia-Tamayo y col.

traepiteliales, por lo que frecuentemente
existen lesiones sincréonicas y metacronicas
en el epitelio cervical displasico y neoplasi-
co, que son provocadas por la expansion
clonal de células epiteliales transformadas.
Ahora se sabe que en la transformacion de
las células del cancer cervical siempre han
mediado eventos genéticos previos y se co-
noce que ellos estan asociados a la presen-
cia del VPH en la génesis de esta neoplasia,
lo cual ha sido sefialado desde hace muchos
anos y es en la actualidad parte consustan-
cial del proceso de carcinogénesis. De ma-
nera tal que puede decirse que las infeccio-
nes con el virus del papiloma humano
(VPH) se caracterizan por presentar una ex-
presion genética de tipo restringido y es
ésta la que les ha permitido a estos virus
oncogénicos evolucionar con la especie hu-
mana ¢ intervenir en diferentes enfermeda-
des (21). Es posible afirmar que el proceso
de transformacion neoplésica en un epitelio
infectado por el VPH es puntual y esta di-
rectamente inducido por los oncogenes E6
y E7 de los tipos de VPH de alto riesgo que
van a provocar inestabilidad cromosémica
en las células basales y parabasales del epi-
telio involucrado (23, 24). Afortunadamen-
te, estos cambios que dan inicio a la carci-
nogénesis, se producen ocasionalmente du-
rante las infecciones con los diversos tipos
de VPH de alto riesgo, cuya incidencia esta
asociada a factores geograficos y socioldgi-
cos bien estudiados (19).

La replicacion viral maltiple con difu-
sion de gran cantidad de copias de los virio-
nes sin que se produzcan dafos celulares
aparentes, es un fenémeno muy particular
del VPH; sabemos que los genes del VPH se
encuentran en diversos epitelios del ser hu-
mano y que estos usualmente no se expre-
san en las células basales y parabasales para
solo hacerse evidentes cuando las células
epiteliales que van migrando hacia la super-
ficie llegan a alcanzar un cierto grado de
maduracion (1). Es en ese momento cuan-

do se produce el ensamblaje y la integra-
cion de las particulas virales y se podran de-
tectar los viriones ultraestructuralmente
(6, 7, 10). El dafio que este fenémeno pro-
duce, se evidencia en las células superficia-
les que estaban ya destinadas a morir y que
muestran cambios arquitecturales que han
sido descritos desde hace muchos afos (1,
2).

El VPH pertenece a la familia Papovavi-
ridae, formada por virus sin envoltura que
tienen una capside con 72 capsémeros que
rodean el genoma del virus. Los capsomeros
estan compuestos por dos proteinas estruc-
turales: L1 que forma el 80% de la particula
viral, con 72 pentameros, constituye la pro-
teina mayor de la cédpside, y L2, la proteina
menor de la cdpside, con cerca de 72 co-
pias. La L2 es capaz de formar particulas vi-
rales incompletas que no son infecciosas y
se han denominado “particulas como virus”
(PCVs) (22). Es interesante acotar que las
PCVs con L1 son utilizadas para preparar
las vacunas; ellas son capaces de penetrar
en células epiteliales cultivadas de manera
tal que es imposible diferenciar su penetra-
cién de la efectuada por una particula viral
que contenga proteinas L1 y L2 infecciosas
(25). La uni6n de las particulas virales, in-
fecciosas o no, con la membrana celular se
hace a través de moléculas de proteoglica-
nos del tipo heparan sulfato (26, 27). Este
mecanismo puede ser bloqueado a través de
una enzima que actia como activo inhibi-
dor, la proproteina convertasa (deca-
noyl-RVKR-cmk); estas convertasas son
miembros de la familia de las proteasas en-
docelulares cuyo prototipo es la furina (28,
29). La proproteina-convertasa es necesaria
para la penetracion de las PCVs y este ha-
llazgo es muy interesante pues vincula a es-
tas enzimas con el inicio de la infeccién con
el VPH. No obstante, se sabe que este meca-
nismo no es efectivo solo durante la infec-
cion con el VPH; el Togavirus Semliki Fo-
rest, es activado por la furina en el momen-
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to de su penetraciéon y lo mismo se ha des-
crito para otro virus transmitido por artro-
podos, el Flavivirus del Dengue (30, 31) La
activacion de la furina, con la proteina viral
L2 puede estudiarse en vivo e in vitro. En
células cultivadas se produce en la superfi-
cie del epitelio y en un modelo murino ex-
perimental desarrollado recientemente, la
penetracion se logra exponiendo la mem-
brana basal tras disrupcion del epitelio
superficial (32).

El genoma del VPH se encuentra ro-
deado por la cédpside y es una molécula de
doble cadena de ADN organizada con 8 a 10
marcos de lectura abierta (ORFs) la cual es
semejante para todos los tipos de VPH. El
genoma estd dividido en tres regiones: la
region larga de control (LCR) que no tiene
potencial para codificar, la region de las
proteinas tempranas (E1-E8) y la region de
las proteinas tardias (L1 y L2). Las protei-
nas E1 y L2 son necesarias para la replica-
cion extracromosémica del virus y existen
para poder completar el ciclo vital del virus
(33). En la etapa no productiva episomal,
las células basales del epitelio llegan a for-
mar hasta 200 copias con gran amplifica-
cion del genoma. Posteriormente, s¢ trans-
cribira el ARNm y se van a codificar las pro-
teinas L1 y L2 de la cépside, cosa que se
produce dnicamente en las capas superfi-
ciales del epitelio, alli se pueden comenzar
a ver con el microscopio electrénico las par-
ticulas virales. La infeccién persiste en las
células basales porque ellas no sufren cam-
bios, no hay coilocitosis, no hay lisis celu-
lar, no son productivas. Una de las caracte-
risticas del cdncer cervical es la pérdida de
la expresion de la proteina viral E2. Se cree
que, en las células basales del epitelio neo-
plasico, ésta proteina, E2, pierde su expre-
sién lo que conlleva a que se produzeca una
pequena cantidad de E2-ORF, la cual, como
producto de fusién, es capaz de represar la
replicacion del ADN y su expresion y por lo
tanto mantendria el virus en fase latente en

las células basales (34,35). Las proteinas
E1 y E2 se van a unir a secuencias especifi-
cas del ADN, de tal modo que E1 es la pro-
teina iniciadora de la replicacion, para lo
cual las secuencias tinicas de E1 en adeni-
na-timina van a estar flanqueadas por dos o
tres sitios de unién con la proteina E2, con
alta afinidad para las secuencias de adeni-
na-timina; E2 regula la transcripcion vy,
como se dijo, es capaz de reprimir algunos
promotores que controlan la expresion de
los genes E6 y E7 y de esta manera es un re-
gulador de la proliferacion celular y de la
capacidad de transformaciéon de las células
infectadas. La proteina E4 se expresa en es-
tadios tardios de la infeccion cuando se es-
tan ensamblando los viriones, en tanto que
la proteina E5 en un marco de lectura
abierta estd demorada en las células neopla-
sicas y ella no es necesaria para mantener
la transformacion maligna de las células
huésped (33). Es bien conocido que las pro-
teinas E6 y E7 del VPH, son, sin duda algu-
na, las mas importantes en sus propiedades
oncogénicas. Ellas tienen la capacidad de
inmortalizar y transformar las células del
cuello uterino y por otra parte mantienen
el ambiente celular para que el genoma vi-
ral pueda subsistir mientras no se encuen-
tre incorporado en los cromosomas (36).
Algunas de las proteinas que pueden
ser examinadas por inmunohistoquimica
dependen de la accion de los oncogenes E6
y E7 del VPH. Con la técnica de hibridacion
in situ (HinS) y amplificando la senal para
los virus de alto riesgo utilizando sondas
con tiramida biotinilada, hoy dia es posible
detectar directamente en el epitelio cervi-
cal en casos de NIC o de CC, secuencias de
dcidos nucleicos virales tan pequeiias como
una sola copia, lo cual hace de esta técnica
un valioso instrumento para la investiga-
cion sobre la infeccion y la carcinogénesis
viral. La presencia de infeccién genital con
el virus del papiloma humano (VPH) por
HinS se ha estudiado utilizando sondas bio-
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tiniladas de ADN especificas para VPH, de
amplio espectro (WS) que comprende los
virus tipo 6,11, 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51y
52; y de alto riesgo (AR) con los virus tipo
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 y 68. Igualmente y por separado hemos
estudiado la presencia de VPH 16 y 18 en
casos de NIC y de CC con VPH de AR vy los
resultados al utilizar esta metodologia per-
miten una correlacion entre los casos de
NIC y CC que se estudian para detectar el
VPH y las diversas proteinas cuya actualiza-
cion sobre sus estudios con THQ hemos dis-
cutido previamente (33, 37).

Las proteinas E6 y E7, las mas impor-
tantes por sus propiedades oncogénicas,
mantendrdn el ambiente celular para que el
genoma viral pueda permanecer extracro-
mosoémico. Hoy en dia se reconoce en los
genes E6 y E7 del VPH la capacidad para in-
mortalizar y transformar las células del cue-
llo uterino. Los modelos de E6-p53 y de
E7-Rb, han servido para demostrar como el
VPH provoca los cambios prencoplasicos
(38). El blanco de E6 es la proteina supre-
sora de tumores conocida como p53, pues
E6 promueve su degradacion a través de la
ubiquitina, de manera que las células que
expresan E6 tienen bajos niveles de p53, lo
cual favorece la acumulaciéon de mutacio-
nes en los cromosomas (34, 36). La mayo-
ria de las alteraciones cromosOmicas en el
cancer cervical, se han encontrado en los
brazos de los cromosomas 3p, 4p, 5, 6, 11q
y 17p; estos cambios conllevan un fenéme-
no que es crucial en el proceso de transfor-
macion maligna: la pérdida de la heteroci-
gosis (LOH) (39-42).

Es un hecho comprobado que son las
oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto
riesgo las que mas se relacionan con p33 y
con el gen del retinoblastoma (Rb), y éstas
conducen al epitelio cervical hacia la hiper-
proliferacion, inmortalizacion e inestabili-
dad genética, ¢ igualmente, lo llevan a la
malignizacion, fenémeno directamente aso-

ciado a los tipos de VPH de alto riesgo. E6
puede funcionar como factor de transcrip-
cién celular por la homologia de su estruc-
tura con presencia de “dedos de zinc”, do-
minios éstos que pueden unirse al ADN para
activar la transcripcion. El proceso de apop-
tosis es interferido a través de p53 y de
otros mecanismos en los que influye E6
para evitar la muerte celular programada.
Esto se logra a través del bloqueo del ciclo
celular por el inhibidor de la cinasa depen-
diente de ciclina p21 y Bax, que es una pro-
teina proapoptotica presente en los epite-
lios indiferenciados y que puede ser degra-
dada por E6 a través de la ubiquitina (43).
Ya hemos senalado que el sitio de replica-
cién del VPH es el epitelio bien diferencia-
do y se considera que también influye E6
para evitar el proceso de diferenciacion ter-
minal del epitelio escamoso. Se ha demos-
trado que E6 del VPH-16 es capaz de inte-
ractuar con proteinas relacionadas con el
calcio dentro del reticulo endoplasmatico.
Algunas proteinas citoplasmaticas que po-
seen dominios PDZ se unen al extremo
C-terminal de las proteinas de E6 de VPH
de alto riesgo e interaccionan con proteinas
que se relacionan con el control de la unio-
nes intercelulares y con la proliferacion ce-
lular, por lo que se presume que influyen en
los contactos intercelulares y en el control
de la polaridad y la division celular. En
cuanto a E7, su principal papel consiste en
alterar el control del ciclo celular. Esta pro-
teina es, principalmente, nuclear; su expre-
sion esta asociada al incremento de la sinte-
sis del ADN celular y de la proliferacion ce-
lular. De la interaccion de E7 con las pro-
teinas de la familia Rb se produce la inhibi-
cion del factor de transcripcion E2F, por
tanto, E7 forma un complejo con Rb y su
degradacion se promueve a través del siste-
ma de ubiquitinizaciéon y por otra parte,
ademas de degradar a Rb, otros inhibidores
del ciclo celular como p21 y p27, son
controlados por E7 (33, 44).
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LOS GLICOLIPIDOS DE LA CUBIERTA
CELULAR EN EL CANCER DEL CERVIX

Las células de los mamiferos estan re-
vestidas por la cubierta celular o glicocalix,
constituida por una densa capa de glicolipi-
dos, glicoproteinas, proteoglicanos y glico-
fosfolipidos anclados en la membrana celu-
lar (45). Existen evidencias de que las célu-
las neoplasicas presentan alteraciones de la
expresion de las glicoproteinas en la cubier-
ta celular y de que estos cambios estan rela-
cionados con modificaciones en el 4cido
sidlico de estos glicoconjugados. Se sabe
que la transformacién oncogénica, la inva-
sién y las metdstasis son fenémenos regidos
por estos cambios en la membrana celular
(46). La importancia de la expresion de a
2-6-sialyltransferasa (ST6Gal-1) como me-
diador del crecimiento tumoral provocando
un cambio hacia la expresiéon de un fenoti-
po menos diferenciado por la via del incre-
mento de las funciones de las f1-integrinas,
se produce por un incremento del dcido sia-
lico en a 2-6- en los N-glycanos resultantes
de la sobrexpresion de las enzimas (-galac-
toside y a 2-6-sialyltranstferasa (ST6Gal-1)
en el complejo de Golgi (47). La expresiéon
del antigeno de Thomsen-Friedenreich
(T-Ag) vy del antigeno Tn (Tn-Ag), precurso-
res de los antigenos de grupos sanguineos
se ha vinculado estrechamente con la inva-
sién parametrial, las metdstasis gangliona-
res y la sobrevida de 5 afos en el cancer del
cérvix (38). Recientemente se ha demostra-
do in vitro e in vivo, que una pequefa pro-
teina del tipo de las mucinas, la podoplani-
na, la cual es mediadora de una via que con-
duce los fenémenos de invasiéon celular y
que parece estar relacionada con la locali-
zacion nuclear de f-catenina y la sobrexpre-
sion de Bl-integrinas, asi como las molécu-
las de adhesién celular L1 que se expresan,
como la podoplanina (80% en cancer del
cervix) en las 4reas limitrofes de la invasion
tumoral, luego de la pérdida de expresion

de la E-cadherina, la expresion de podopla-
nina in vitro se sabe corre paralela a un in-
cremento de la migracion celular en la in-
terfase epitelio-mesénquima (49, 50).
Diversos carbohidratos que pueden ser
reconocidos por las lectinas, estdn presen-
tes en la superficie de la membrana celular
de los queratinocitos e intervienen en los
procesos de diferenciacion, crecimiento y
reconocimiento celular. Existen numerosas
evidencias histopatologicas de que las lecti-
nas pueden ser de utilidad para demostrar
las variaciones en la expresion de diferentes
carbohidratos de la cubierta celular de los
epitelios. Estos cambios pueden estar repre-
sentados por pérdida de la expresion de an-
tigenos de grupos sanguineos en la superfi-
cie de las células epiteliales, y ellos se han
relacionado con incremento de la agresivi-
dad, o como parte del proceso evolutivo de
diferentes grados de cancerizacion en la ve-
jiga urinaria (51) en el colon (52) y mas re-
cientemente en el cuello uterino (53). Los
Gangliosidos, una variante de los glicoesfin-
golipidos ricos en 4acido sidlico que se en-
cuentran presentes en la cara externa de la
membrana plasmatica de numerosos verte-
brados, son capaces de inducir apoptosis
por mecanismos atn no bien conocidos. La
investigacion con ciertas lectinas para de-
tectar glicoproteinas en la cubierta celular
de los queratinocitos neopldsicos en biop-
sias de lesiones neoplasicas del cuello uteri-
no, ha demostrado modificaciones en el
marcaje de las mismas que implican una es-
trecha relacion entre la estructura de estos
aztcares de la superficie de las células alte-
radas por el proceso neoplasico. Llama la
atencion igualmente, como el inmunomar-
caje de la actividad de p16 pareciera ser si-
multdneo a la expresion de algunas lectinas
en el cérvix. Especificamente la lectina Vis-
cum Album, ha mostrado un inmunomarca-
je inverso a p16, lo cual parece relacionar la
expresion de esta proteina génica con las
glicoproteinas de superficie de los querati-
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nocitos desde las fases iniciales de la neo-
plasia intraepitelial cervical (Blasco Olaet-
xea E.; comunicacion personal). Por otra
parte, se sabe que la lectina Viscum Album
(Misletoe) (ML-1) modula la apoptosis a
través de fenémenos de fosforilacion y de su
union con N-acetilglucosamina (O-GleNAc)
(54).

Las alteraciones inducidas por los VPH
de alto riesgo, se pueden detectar como
efectos tempranos en la cubierta celular gli-
coprotéica de los queratinocitos y se pue-
den medir por un incremento intracelular y
extracelular en la adherencia a la fibronec-
tina (55). Se ha descrito una disminucién
de la expresion de las integrinas a5 1 y a2
B1 en la superficie de los queratinocitos y
esto se ha relacionado con disminucion de
la adherencia a la fibronectina y al colageno
(56). Recientemente se ha descrito que el
incremento de la expresién de a 2-6-dcido
sidlico unida a N-glicanos LewisX con Acido
Sialico y en glicanos-O (tipicos de las muci-
nas) se puede asociar a malignidad (45, 57,
58). Se sabe que la 1,4-galactosyltranfera-
sa es una de las enzimas controladoras de la
biosintesis de oligosacaridos complejos y
hay evidencias de que p16 puede controlar
la expresion génica y la actividad de la
p1,4GT, reduciendo la actividad de 1,4GT
especificamente en la superficie de las célu-
las epiteliales (59). Estas enzimas de es-
tructura glicosidica estan sobrexpresadas
en diversas neoplasias y se han relacionado
con la progresion de los procesos de malig-
nizacion celular (46, 47, 57). La demostra-
cion de que el gangliosido GT1b es capaz
de promover la apoptosis e interrumpir el
ciclo celular evidencia la importancia de la
sefalizacion de los glicolipidos de membra-
na en el cancer del cérvix (60). Se han de-
tectado niveles elevados de un anticuerpo
anti-Gal en el suero de pacientes con tumo-
res solidos (61). Otro de los efectos de los
genes E6 y E7 del VPH sobre la expresion
de un gen que inmunomarca la superficie

de la membrana de los queratinocitos, es
una reduccion en la regulacion de la E-cad-
herina de manera progresiva en la neoplasia
intraepitelial cervical; esta alteracion se
produce por la via de senalizacién Wnt con
liberacion de la beta catenina del complejo
E-cadherina/catenina (62). La importancia
de estos hallazgos y la aplicacion de los mis-
mos al realizar un estudio comparativo con
diversas lectinas y con pl6, es que relacio-
nan la estructura de los azticares en la su-
perficie de la membrana celular con sefiales
que son genéticamente controladas y cuya
evaluacion debe ser de utilidad en el estu-
dio de la carcinogénesis del cuello uterino.

Estudios previos demostraron que los
antigenos de grupos sanguineos ABH se en-
contraban presentes en las células del epi-
telio cervical normal (63) y posteriormente
en el atero neoplasico (64-66). Sin embar-
g0, se ha sefialado que la presencia de
isoantigenos ABO en el epitelio exo y endo-
cervical de mujeres “secretoras”, no es de-
tectable en las identificadas como no secre-
toras (67). Blasco-Olaetxea ha examinado
el rol de los oligosacaridos en diversas neo-
plasias y recientemente (53) hemos demos-
trado como en lesiones premalignas (NIC I
y NIC II) hay pérdida parcial de la expresion
antigénica de ABH, mientras que en NIC III
y en carcinoma epidermoide infiltrante del
cuello uterino, la pérdida de la expresion de
estos antigenos de grupos sanguineos en
pacientes “secretoras” es total.

Hemos senalado que la infeccién de la
mucosa del cuello uterino por VPH de alto
riesgo, de tipo 16 y 18 lleva a una desregu-
lacion del ciclo celular con alteracion de va-
rios genes: p27r1; ciclina E, CDK4, pl6
INK4A y Rb se alteran tempranamente, en
tanto que la Ciclina D1, MDM-2, p53 y
p21vaf son aberraciones que ocurren tardia-
mente en la carcinogénesis (21, 33, 37).
Todas estas alteraciones de genes conducen
a que exista una aceleracion del ciclo celu-
lar con incremento de la proliferacion,
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como se indica inmunohistoquimicamente
por el incremento Ki67 y de pl6. (37, 68).
De estos resultados se puede deducir que
resulta de utilidad aplicar estudios de inmu-
nohistoquimica con p16 (INK4a) en el diag-
nodstico temprano de alteraciones asociadas
a la carcinogénesis cervical. p16 (INK4a) es
una proteina codificada por el gen supresor
CDKN2 (MST1, INK4a) ubicado en el cro-
mosoma 9p21, la cual resulta ser inhibidora
de las quinasas dependientes de ciclinas,
cdk4 y ¢dk6, que intervienen en la regula-
cion de la fase G1 del ciclo celular. La ex-
presion de esta proteina en células norma-
les se expresa a niveles muy bajos, no sien-
do detectable mediante inmunohistoquimi-
ca, pero se encuentra sobrexpresada en las
lesiones intraepiteliales del cérvix uterino
relacionadas con la infeccion con VPH de
alto riesgo. La inactivacion de la proteina
del gen pRb es usualmente reciproca con la
expresion de pl16 (INK4a) en el carcinoma
epidermoide (69, 70). Estudios previos por
inmunohistoquimica han demostrado no
obstante, que ambas pRb y p16 (INK4a) se
co-expresan en las formas pre neoplasicas y
neoplasicas del carcinoma cervical, a dife-
rencia de lo observado en otros Organos
(71).

Es evidente que la expresion inmu-
nohistoquimica de pl6 (INK4a) en la neo-
plasia intraepitelial cervical se manifiesta
de manera difusa o en todo el espesor del
epitelio, desde los niveles de NIC1 hasta
NIC2 y NIC3 y parece ser un marcador de
infeccion persistente con VPH de alto ries-
g0 (72). En la cascada reguladora del ciclo
celular que incluye pl6/ciclinaD1/pRb,
existe una estrecha relaciéon entre pRb y
pl6 (INK4a). La actividad supresora de p16
(INK4a) se le atribuye a su capacidad bio-
quimica para unirse a cdk4-6 ¢ inhibir la ac-
tividad catalitica del complejo enzimatico
cdk4-6/ciclina D, el cual es requerido para
la fosforilacién de la proteina del retino-
blastoma (pRb) y para que progrese ¢l ciclo

celular (73). El incremento en los niveles
de p16 conducen a la formacién de comple-
jos inhibidores ¢dk4-6/p16 y la pérdida de
los complejos estimuladores cdk4-6/ciclina
D y como una consecuencia de esta situa-
cion, la ubicuitina degradara la ciclina D li-
bre por una via proteosémica (74). Secuen-
cialmente, ambas cdk4 y 6, que tienen rela-
tivamente una larga vida si se comparan
con la ciclina D, concluirdan con pérdida de
la ciclina D y acumulacion de p27KIP1 con
inhibicién completa de ambas cdk2/cicli-
nak y cdk2/ ciclina A dependientes de la
fosfolrilacion de la proteina del retinoblas-
toma (pRb). Las alteraciones de pl16 como
gen supresor de tumores, también se han
relacionado con una posible funciéon promo-
tora de la metilacion y se conocen bien los
cambios en su expresién temprana en el
epitelio cervical neoplasico (75). Se han
descrito como biomarcadores confiables
para demostrar las etapas iniciales de la
neoplasia intraepitelial cervical a Ki67, p16
y la ciclina E. (76). Mas recientemente (77)
la interpretacion de los resultados con la
tincion de pl16NK4a ge ha considerado exce-
lente (k = 0.899) y debe ayudar significati-
vamente a la interpretacion de los estudios
histopatolégicos de rutina sobre el cancer
cervical.

Los resultados de investigaciones so-
bre la etiopatogenia del cancer del cuello
uterino y la infeccion con el VPH aqui pre-
sentados, complementan la informacién
pertinente ya publicada en estudios previos
sobre la ultraestructura del cérvix humano,
del VPH vy del cancer cervical, originalmen-
te iniciados en Maracaibo, Venezuela, en la
década de los anos 70 y 80 del pasado siglo
XX (1, 2, 6, 7, 10). En estudios posteriores
examinamos la deteccion ultraestructural
del VPH y algunos avances en Biologia Mo-
lecular, trabajos estos realizados en el Insti-
tuto Anatomopatolégico de la Universidad
Central de Venezuela entre 1976 y el ano
1997 (11-13). Con el apoyo del Instituto
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Canario de Investigacién sobre el Cancer,
algunas investigaciones ulteriores se han
llevado adelante en el Laboratorio de Pato-
logia Molecular de Maracaibo y algunos de
sus resultados han sido comentados a tra-
vés de actualizaciones recientes (21, 33,
37, 53).

El objetivo de este trabajo de revision es
senalar nuevamente que el cancer del cuello
uterino sigue siendo la primera causa de
muerte por cancer en las mujeres venezola-
nas. La investigacion sobre este flagelo social
requiere de una especial atencién por parte
de las instituciones encargadas de darle apo-
yo a la investigacion cientifica y en particular
a los programas de ayuda social y de organi-
zacion sanitaria que conduzcan a resolver
este grave problema de salud publica.
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