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Cancer céwico-uterino. Influencia de los genes
celulares y de los virales.
Implicaciones en el desarrollo de vacunas

Patricio Gariglio®

Resumen

B cancer humano constituye un importante proble-
ma de salud, en particular, € cancer cérvico-uterino
es frecuente en paises latinoamencanos Los onco-
genes activados (myc y ras, por ejemplo) y los anti-
oncogenes (p53 0 Rb), a inactivarse participan en
los muiltiples pasos de |la carcinogénesis Ademas,
algunos virus estan asociados con €l cancer humano
Por ejemplo, los papZzomavirus humanos (PVH) de
alto riesgo estan znvolucrados en carcinoma cérvico-
utermmo LA tipificacion de PVH es importante para
d diagnéstico y € pronéstico de esta enfermedad H
entendimiento de la bioguimica y de la genética
molecular de los genes supresores de tumor, de los
oncogenes celulares y de los virus tumorzgénicos,
abre nuevas posibilidades en € diagnéstrco, la vacu-
nacion, asi como en la terapra del cancer cérvico-
uterino

Palabras clave: Carcinogénesis, PVH, diagnéstico,
vacunas, cancer Cérvico-uterino, oncogenes.

Introduccién

El cancer representaun serio problemade sa-
lud. EnMéxicoocupaelsegundo lugarcomocausa
de muerte de la poblacién. En particular, es fre-
cuente el cancer cérvico-uterinoen las mujeresy
las leucemias en los nifios y en los jévenes. Con
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Summary

Human cancer s a major public health problem,
in particular, uterine-cervix carcinoma s frequent m
mort latin American countnes Actzvated cellular on-
cogenes (myc and ras, for example) and inactivated
anti-oncogenes (p53 or Rb) participate m multistep
carcinogenesis In addition, some viruses are asso-
ciated with human cancer For example high nsk
human papiliomaviruses (HPV) are znvolved i ute-
rine-cervix carcinomas Typification of HPV s
zmportant for ¢linical diagnosis and prognos:s of this
disease The understanding oOf the biochemistry and
molecular genetics of tumor suppressor genes, cellu-
lar oncogenes and tumor viruses has opened up new
possibilities for diagnosw, vaccination and therapy
of uterine-cervix carcinoma

K ey words: Carcinogenesis,HPV, diagnosis,vaccines,
uterine-cervix Carcinoma, oncogenes.

base en lo anterior, resultaimportanteentender las
bases moleculares del cancer, disefiar sondas
para el diagnésticoy elaborar estrategias para su
prevenciony terapia.

Por fortuna, los avances recientesde labiologia
moleculary de la ingenieriagenética estan permi-
tiendo el aislamientoy la caracterizaciénfuncional
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de oncogenesy de genes supresores de tumor
(anti-oncogenes),loscualesestan involucradosen
el desarrollo de las distintas neoplasias.

Asimismo, los avances de lavirologia molecular
nos estan ayudando a entender tipos de canceres,
tales como el anogenital, en los que intervienen
virus tumorales. En este articuloenfatizaremoslos
aspectosmolecularesdel cancer cérvico-uterinoy
surelaciénconlos papilomavirushumanos (PVH).
Es obvio que estos estudiosy los relacionadoscon
el sistemainmune deberantomarse en cuenta en
eldesarrollode vacunaspreventivasy terapéuticas
contra el cancer genital.

Carcinogénesisen etapas multiples

El desarrollodel canceres un procesocomplejo
en etapas maltiples. Al pareceren humanos deben
alterarse 5 0 6 genes durante el desarrollo de un
tumor maligno y otro par de genes durante el
proceso de metastasis.

Con el descubrimientode los oncogenes (y de
sus formas normales, los proto-oncogenes)en la
décadapasaday mas recientementede los genes
supresores de tumor, se ha podido explicar el
canceranivelmolecular.Debidoa que los oncoge-
nes representanformas mutadas de genes celula-
res normales, ellos ofrecenunaindicaciénclara de
los blancos genéticos que se alteran por agentes
cancerigenos. Los proto-oncogenesdesempefian
funcionesimportantes para el crecimientocelular.
Codificanparafactoresde crecimiento,receptores
a dichos factores, transductoresde sefialesy pro-
teinas nucleares que actian como factores de
replicacién o de transcripcion, activando genes
importantesen el crecimientonormal de la célula.
Por ejemplo, la proteina c-myc participa en la
replicaciéndel genomacelulary es un importante
factor de transcripcion; la proteina ras actGa en la
transduccion de sefiales transmitiéndolas desde
receptores a factores de crecimiento ubicados en
la superficie celular, al interior de las células des-
pués de formar el complejo activado GTP-ras (Fi-
gural).Cuandolos proto-oncogenesse alterande
forma molecular se transforman en oncogenes
activados; entre las alteraciones mas frecuentes
tenemos: la mutacion, el rearreglo genético y la
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amplificacion; por ejemplo, el gen myc se encuen-
tra amplificadoen diversostumores(es decir, exis-
ten varias copias del gen en cada célula); ras esta
con frecuenciamutado enelcod6n12 061y ablse
rearreglay forma elgen hibridobcr-ablenleucemia
mieloide crénica (Figura 2).

La primera indicacion de que los oncogenes
puedencooperar enlas diferentesetapas del desa-
rrollo de un tumor maligno derivé de los estudios
con virus oncogénicos que poseen 2 oncogenes.
Se demostré que dichas proteinas oncogénicas
viralescooperanparainducirun fenotipo completa-
mente tumorigénico.! Esto sugiere que cada
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Fgura 1 Transo.ccion oe serales provementes ce receptores a
factoresde crecimiento mea.aga por 1a proteina proto-oncogen ca
ras. Diversos receptores a factores involucrados en crecimiento
celular (tales como el receptoralfactor de crecimiento epiteliaio EGFr,
o el receptor al factor de crecimiento derivado de plaquetaso PDGFT)
pueden autofosforilarse después de la unién especifica con el
ligando; la activaciénde estos receptores llevaa su vez a la uniénde
proteinas adaptadoras, y por ultimo a la activaciande ras, pasando
de la formainactivaras-GDP a su forma activaras-GTP. Esta forma
es capaz de activar cinasas que envian seriales mitogénicas hasta
el nicleo celular.
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Figura 2, Rearreglodeloncogénablenleucemiamieloidecrénica. El cromosomaFiladelfia (Ph+) es unmarcador
citogenéticoque permite reconocer a la ieucemiamieloide crénica de otras leucemias. Esta translocacion
cromosomicareciproca(entre los cromosomas 9 y 22) se acompafia de una roturaen el extremo 5' del proto-
oncogénabl y formaciéndel genhibridobcr-abl. La proteina hibridaresultante tiene unaactividadcinasicamuy

elevada que puede llevar a la transformacion celular.

oncogén se especializapara inducir una parte de
los fenotipos requeridosen la transformaciénma-
lignatotal. Este conceptofue luego extendidoa un
buen nimero de los oncogenes de origen celular.
Asi, ni el oncogénras ni el myc, por separado, son
capaces de inducir una transformaciéncompleta,
en tanto que los dos oncogenes juntos pueden
alcanzar dicho resultado? (Figura 3). Los genes
gue funcionan como ras (colaborando con myc)
codifican proteinas citoplasmaticas, en tanto que
aquellos que funcionan como myc (colaborando
conras) codificanproteinasnucleares. Esto sugie-
re que unaparte del desarrollodel procesomaligno
tiene que ver con fenémenos que ocurren en el
citoplasmay otra parte con sucesos nucleares.
El descubrimiento de la colaboracién entre
oncogenes ayuda a entender el mecanismo de la
carcinogénesis en etapas multiples. Basandonos en
dicha colaboracién,debemos pensar que cada paso
en el proceso de tumorigénesisrefleja una mutacion
quellevaalaactivaciéndeunouotrooncogéncelular.
Porotrolado, laexistenciade genes queregulan
de formanegativael crecimientocelular, esta apo-
yadapor unaextensa literaturaen la que se descri-
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ben las consecuenciasde la fusion entre células
normales y tumorales;® con frecuencia la célula
hibridapierde el caractertumoral, sugiriendoque a
la célula neoplésica le falta un gen regulador del
crecimientoy que es posible recuperardicho con-
trol al fusionarla con una célula normal. Estos
genes que regulan de manera negativa el creci-
miento celular se llaman genes supresores de
tumoroanti-oncogenes.Unodelosanti-oncogenes
mas estudiadoses el gen retinoblastoma (Rb); la
pérdidaoinactivacionde Rb predisponeal desarro-
llo de retinoblastomasy osteosarcomas.La protei-
naretinoblastoma(p105-Rb) es uno de los blancos
celularesdelaproteinaoncogénicaviral E | A, codi-
ficada por adenovirus humanos tumorales.* La
asociacionde E | Acon p105-Rbnoescasual, pues
las mutaciones que inactivan la actividad
transformante de EIA también inhiben la union e
inactivacion de p105-Rb. Otros complejos simila-
res a pRb:E1A se han descubiertorecientemente
(Figura 4). Estos se forman entre p105-Rb y el
antigeno T grande de SV40 (LT SV40), obien, entre
p105-Rby el productodel oncogénE7 de los PVH
tipo 16 o tipo 18, considerados de alto riesgo en
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Figura 3 Cooperacion de oncogenes La transformacion celular
requiere la cooperacion de al menos dos oncogenes activados, de
diferente familia (uno nuclear representaao por myc y uno
citoplasmatico representado porras) Algunos virustumorales (como
PVn) tenen 2 oncogenes ,E6 y E7 ene caso de PVH, que cooperan
en nmorta zacion de queratinoc tos h.manos Oiro gen gue coopera
con os anter.ores es E5, al nhbr mponantes f.ne ones oel s siema
inmune celular. La ausencia o inactivacién de antioncogenes coopera
en transformacién maligna.

cancer cervical®. En todos los casos las onco-
proteinasvirales inactivana p105-Rb, lo cual favo-
rece la disociacion del factor transcripcional E2F
del complejo p105-Rb: E2F y el crecimiento des-
controladodelascélulas(Figura4).Lasinteracciones
de estas 3 proteinasoncogénicasvirales (E1A, LT
8V40, E7) con una proteina celular comun (p105-
Rb), sugiere que existe una proteinacelular, posi-
blemente myc?®, que también forma complejoscon
p105-Rb.

Otro anti-oncogén importante es p53. Estudios
epidemioldgicoshan indicadoque un 50-60%de los
tumores malignos posee mutaciones en p53; es
decir, este es el gen que se encuentramas frecuen-
temente mutado en cancer humano (Figura5).” Las
mutacionesen el gen p53 se reflejanen unaproteina
con vida media larga que se acumula en la célulay
gue inactivaa la proteina p53 codificadapor el alelo
silvestrealparecerformandocomplejosmultiméricos
inactivoscon ella. La proteinaoncogénicaE6 de los
PVH de alto riesgo forma un complejo con p538 y
destruye rapidamente a esta proteina anti-onco-
génica;® es posible que el efecto oncogénicode los
PVH resulte, en parte, de este tipo de interacciones.
En otras palabras, lainactivaciénde p105-Rb por E7
y de p53 por E6 constituyenetapasimportantesen el
desarrollodel cancer genital.
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En lineas celulares que no poseen PVH, se
encuentra un nivel relativamente elevado de la
protefna p53y elanti-oncogén esta mutado. Porel
contrario, en lineas celulares que tienen PVH el
nivel de la proteina p53 es bajo y el gen no esta
mutado. Algosimilar ocurre con el geny laproteina
pRb; estannormalesen lineas positivas para PVH
detectandose proteina pRb fosforilada e hipofos-
foriladade tamafio normal. Sinembargo, en lineas
celulares negativas para PVH, se encuentranmu-
tacionesenlaproteinacodificadapor el anti-oncogén
Rb que afectan su fosforilacion, posiciénnuclear e
interacciéncon proteinas oncogénicas virales. Lo
anterior apoya la hipétesis que sugiere que las
funcionesnormalesde p53 y pRb son bloqueadas
duranteel desarrollodel cancercérvico-uterino,ya
sea por mutaciones en dichos anti-oncoaenes o
por interaccién de las proteinas anti-oncogénicas
conlas proteinasE6y E7 de los PVH de alto riesgo,
respectivamente. También apoya la hip6tesis del
desarrollodel cancer humano en etapas multiples,
involucrandoa oncogenes y anti-oncogenes.

No existe ningunaduda de que la activaciénde
losoncogenesy lainactivaciéndelosanti-oncogenes
representauna parte importante para entender el
mecanismo molecular del cancer humano y para
encontrar nuevas formas de diagndstico, preven-
ciény terapia de esta enfermedad.

Virus y cancer humano

Algunos virus puedencontribuiral desarrollode
tumores humanos usando diferentes mecanismos
que van desde la estimulacion de la proliferacion
celular hasta inmunosupresion.

Elvirusdel Epstein-Barr, de lahepatitisB, varios
tipos de PVH y el virus de la leucemia humana de
células T, se asocian congruentementea cance-
res especificos.”” Sin embargo, la infeccién con
estos virus no es suficiente parainducir neoplasia.
Los largos periodos de latencia (varias décadas)
entre la infecciény el desarrollo de un carcinoma,
asi como el bajo nimero de individuosinfectados
que desarrollacancer, sugieren que se necesitan
otrosfactoresparaque se origineun tumor maligno
despuésde la infecciénviral.

En cancer genital, las alteracionesde los onco-
genes celulares y los anti-oncogenes, asi como
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Figura 4. Inactivacion de pRB por formacién de complejos con los productos oncogénicos de virus tumorales.
La proteina pRB se puede inactivar por fosforiiacién o por interacciéncon oncoproteinas virales tales como
E7 de los PVH de altoriesgo. Al encontrarse pRB en su forma inactivase libera el factor de transcripcionE2F
y el ciclo celular puede avanzar de G1 a S, G2 y M, donde nuevamente se desfosforilapor accion de una
fosfatasa:ahora se puede unir a E2F y se bloguea et ciclo celularen fase@ . La formacionde complejos entre

PRB y las oncoproteinasviraies puede llevar a un crecimientocelular descontrolado

algunostiposde PVH, sonconsideradoscomo fac-
tores de riesgo."'? El genoma de PVH es de DNA
de doble cadena, circulary formado por alrededor
de7mil900 pares de bases. Losdiferentestipos de
PVH tienen su genoma organizado de una forma
similar, con genes de expresion temprana (E) y
otrosde expresiéntardia (L) (Figura6) codificados
porla misma cadenade DNA (es decir, transcritos
en un solo sentido).

Laregion que precede a los genes tempranosse
llamaregiénlargadecontrol {RLC 0 LCR)y contiene
secuenciaspromotorasy aumentadorasdelatrans-
cripcion,asicomosecuenciasquecontrolanel inicio
de la replicacion. La regién temprana codifica para
proteinas oncogénicas (E6 y E7) y para proteinas
que se necesitan en la replicacion del genomaviral
(EIl, E2); la proteinaE2 también puedeactuarcomo
represorde latranscripciénde losoncogenesvirales
(ES, E7).
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Entre las evidencias que indican que algunos
PVH estaninvolucradosde maneracausalen can-
cer cérvico-uterino, tenemos: 1) el DNA viral se
encuentraen 80-90%dedichostumores; 2) el DNA
de PVHseintegraalgenomacelular, inactivandose
el gen E2 y favoreciendo la expresion de los
oncogenesvirales E6y E7 (Figura6); 3) en tumo-
res y lineas celulares derivadas de carcinomas
cervicales, se encuentra mRNA y proteina de los
oncogenesE6, E7; 4) se hademostradoque E6 y
E7 (provenientesde los PVH 16 0 18) son capaces
de inmortalizarcultivosprimariosde queratinocitos
humanosy de transformarlosen cooperaciéncon
eloncogénras activado(Figura3). 5) Comovimos
con anterioridad E6 y E7 son capaces de inactivar
alas proteinas supresoras de tumor p53 y pl05Rb,
respectivamente.Ademas, al cultivardurantetiem-
pos largos las célulasinmortalizadaspor E6y E7,
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FIGURA 5. Frecuencia de mutaciones en la proteina p53. Se indica el extremo amino terminaly el extremo
carboxilo terminal de la proteina p53 (aminoacido 393). Las barras verticales indican las mutaciones
(sustitucion de bases) mas frecuentes al analizar 1,361 tumores; éstas se encuentran en los aminoacidos
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Seindicatambiénelsitio en queiaproteinap53 se une aproteinascelulares(mdmz2) y virales (Elbdeadenovirus,
antigenc T grande de SV40 y la oncoproteinaE6 de los papilomavirushumanos de alto riesgo).

estasoriginanclonas malignas,lo que sugiereque
genes celulares se modifican en dichos cultivos.™

Con base a su asociacién con cancer cérvico-
uterino, los PVH genitales se pueden clasificar en
gruposde bajoriesgo(tipo6, 11), riesgointermedio
(31, 33, 35) o alto riesgo (tipo 16, 18).

En cuanto a la integracion del genoma viral al
DNA celular, cuando la lesion progresa de pre-
cancerosaa cancerosa, vale la penadestacar: (1)
la integracién en el genoma celular es al azar,
aungueen algunoscasos nuestrogrupoha encon-
trado queocurre dentroomuy cercadelgen c-myc,
lo cual sugiere que tanto PVH como oncogenes
celulares activados (c-myc) participan en cancer
cérvico-uterino.'1¢ (2) EI DNA viral se rompe en la
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region EI-E2 (Figura 6), con lo cual se inhibe la
sintesis de la proteinaE2 (ver anteriormente);he-
mos observado que la proteina E2 actia como
inhibidorde latranscripciéndelosoncogenesvirales
de los PVH genitales de alto riesgo, pero activa
aquellade los papilomaviruscutaneos.'” Es decir,
laintegraciondel genoma viral con la consecuente
inhibiciénde la expresiondel transreguladornega-
tivo E2, favorecela expresionde los oncogenesde
PVHy por consiguienteel desarrollode un carcino-
ma genital. En conclusién, los papilomavirus de
alto riesgo claramente ejercen algunos de sus
efectos proliferativos y oncogénicos mediante la
cooperaciénentre sus oncogenes (E6, E7) y la de
oncogenes celulares(myc, ras), asi como median-
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te lainteraccion de las oncoproteinasvirales con
proteinas celulares anti-oncogénicas(p53, pRb).
Debido a esto, en nuestro laboratorio estudiamos
tanto la participacion de los anti-oncogenesRb y
p53 como la de myc y ras en cancer cérvico-
uterino. Eldiagndsticodelasalteracionesgenéticas
(oncogenes y anti-oncogenes)y de PVH en lesio-
nes genitales, es de gran importancia clinica y
permitird el disefio de nuevos métodos de preven-
ciény terapia del cancer cérvico-uterino

Estrategias para el desarrollo de una vacuna

Respecto a la posibilidad de desarrollar una
vacunacontra cancer cervical, es necesario recor-
dar que el sistemainmune es capaz de reconocer
y reaccionarcontralas células cancerosas.Cuan-
do una célulanormal se transformaen cancerosa,
ellaconfrecuenciaexpone en su superficiemarca-
dores alterados que son reconocidospor el siste-
mainmunecomo extrafios al organismo. Un regu-
lador importante del crecimientotumoral lo consti-
tuye larespuestainmune celular. El reconocimien-
tode un antigeno por células T ocurre en el contexto
de los productos del complejo mayor de
histocompatibilidadMHC).'® EIMHC es un conjun-
to de genes importantes en el reconocimientoin-
mune; el MHC humano se conoce como HLA
(Human Leucocyte Antigen). La region HLA se
encuentra en el cromosoma 6 y se divide en 4
regiones principales: A, B, Cy D. Laregiéngénica
HLA-A,-B y -C codifica: moléculasMHC clasel, en
tanto que HLA-D codificamoléculasMHC clase II;
dentro de la region HLA-D se han identificadolos
genes DP, DR y DQ. Los linfocitos T citotdxicos
(CTL)ylos Tayudadores (TH) reconocen péptidos
antigénicos procesados (8-12 aminoécidos), pre-
sentados por moléculasMHC clase | o I, respecti-
vamente.'™?” Por otro lado, debemos considerar
que los canceres que se presentan con mayor
frecuencia en individuos inmunodeficientes son
aquellosque se asocian con virus tumorales, sugi-
riendo que una respuesta inmune normal es de
particular importanciapara combatirtumoresindu-
cidos por virus. Se ha obtenidoevidenciaindirecta
que indica que una persona infectada por PVH
generainmunidadnaturalcontralesionesgenitales
malignas; en particular esta evidencia se ha obte-
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nido en pacientes con respuesta inmune celular
reducida, resultante de inmunosupresion®?* En
pacientes que reciben transplantes renales, que
debeninmunosuprimirseparaevitar el rechazo del
transplante, el riesgodedisplasiacervical aumenta
5 vecesy el de displasiavulvar 30 veces.

Por desgracia, la inmunidad celular contra el
PVHI6 o el PVH18 en el cérvix es relativamente
pobre; esto puededeberseaunaestimulacion débil
de la respuestainmune o a inaccesibilidadde las
células premalignas en el cérvix (0 ambas). Res-
pecto a esto se hareportadoque los queratinocitos
pueden presentar antigenos virales de tal forma
que se induzca tolerancia.?® Ademas, se ha visto
que las células presentadorasde antigeno de los
epitelios (células de Langerhans) estan frecuente-
mente alejadas de las lesiones inducidas por
PVH186; esto podria explicar, en parte, la débil
respuesta inmune observada en pacientes con
céancer cérvico-uterino.

Comomencionamosantes,lasproteinasvirales
puedenser reconocidaspor linfocitos T citotoxicos
cuando son presentadasen la superficiecelularen
forma de pequefios péptidos unidos a moléculas
MHC clase | (Figura7). Estos péptidos virales se
translocan al lumen del reticulo endoplasmicopor
transportadores peptidicos codificados por los
genes TAP-1y TAP-2. En algunos estudios se ha
descrito la frecuenteinhibicion de la expresionde
MHC-I en células neoplésicascervicales, con esto
se favoreceun modeloen el que MHC-I sin péptido
(por ausencia de TAP) es muy inestable y no se
expresa en la superficie celular, permitiendo a la
célula neoplasica infectada por PVH escapar al
reconocimientopor el linfocitoT citotdxico.Al pare-
cerlaproteinaE5 delos PVH de alto riesgo puede
llevar auna pérdidapost-transcripcionalde MHC-|
al interferir con la funciénde las proteinas TAP.

En principio, cualquier proteina viral codificada
ya sea por genes de expresion temprana (como
E6, E7) otardia(comoL1, L2}, podriaserempleada
como antigeno para el disefio de vacunas
profilacticas, pero las proteinastempranasse han
considerado con mas frecuencia en el desarrollo
de vacunasterapéuticas.Se conocenvariosejem-
plos en animales que indican que las proteinas
virales son capaces de invocar una respuesta
inmune que puede prevenir la aparicion de un
tumor, o bien, inducir la regresiénde tumores. Por
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El genornaoe papiormav rJs coniicnc aprox maoamenie 8«b, es de
doble cadena. contienetoda la informaciéngenética en una cadena,
y estadividido en genes ternpranos (E), tardios (L) y unaregion larga
de control(RL.C). pA, sefial de poliadenilacion. B. Bam HI; R, Eco RY;
K, Kpn I; V, Eco RV son sitios de restriccionde PYH16. P97 es el
promotor temprano. Se indica la interrupcién del genorna viral al
integrarse al genoma celular, con el consiguiente bloqueo en la
sintesis de la proteinaE2 (transregulador negativo de latranscripcion
de los oncogenes E6y E7 de los PVH genitales). En ausencia de E2,
el promotor p97 es muy activo y se incrernenta la expresion de los
oncogenes viraiesE6 y E7.

ejemplo, inoculacion con el virus de la vaccinia
(ampliamente usado para combatir la viruela)
recombinante, expresando proteinas no estructu-
rales del virus polioma, previene el desarrollo de
tumoresinducidospor este virus y causa el recha-
z0 de estos tumores en animales que ya los pre-
sentaban.?®

La administracién de virus vaccinia recom-
binante que expresa proteinas de PVH16 (tales
como E6, E7) también puede provocar una res-
puestainmune en ratas, contra célulastumorales
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transplantadas (células co-transformadas por
PVH16 y ras).?” Respectoa esto se encontré que
ratones inyectados con virus vaccinia modificado
para producir la proteina E7 de PVH16 rechazan
células que expresan E7, transplantadasa la piel
de dichos roedores; este rechazo ocurre a una
velocidad muy alta, indicando que los animales
fueronsensibilizadosalaoncoproteinaviral E7.En
experimentos similares se demostré que tanto la
proteinaE7 como E6 pueden funcionar como anti-
genos cuando se presentan en fibroblastos no
tumorigénicos;? este tratamiento produjo una re-
duccion del crecimiento de células tumorales ex-
presando E7.28 Porotrolado, ganadovacunoinyec-
tadoconlaproteinaE7 del papilomavirusbovinoes
capaz de combatir tumores inducidos por este
virus;? el tratamientocon la proteina E7 estimulé
fuertementela respuestainmune celular.

La mejor forma de evitar el complejo procesa-
miento intracelular de una proteina antigénica es
usando péptidos de tamafio y secuenciaadecua-
dos que se unan a moléculasHLA en la superficie
celular. Como se sabe, ciertos epitopes reconoci-
dos por linfocitos T citotéxicospueden ser buenos
candidatosparainducir unarespuestainmune con-
tra un tumor. Mediante el uso de la linea celular
RMA-S, que poseeundefectoen el procesamiento
de péptidos, se estudié la induccién de CTL con
péptidosde PVH in vitro;*° se identificaronepitopes
delasproteinasL1, E6y E7 de PVH16; sélorecono-
cidos por CTL; ademas, algunos CTL que recono-
cieron estos péptidos fueron capaces de destruir
célulastransfectadascon PVH16.

Enun estudiorecientese determinéque peque-
flos péptidosconteniendoepitopesde las proteinas
oncogénicas E6 y E7 pueden servir para el desa-
rrollo de una vacuna peptidica anti-tumoral;*' en
estetrabajose emplearon240péptidosde 9 amino-
acidosde largo,conuntraslape de 8 amino&cidos,
cubriendo la secuenciacompletade E6 y E7 del
PVH16; se determind la capacidad de unién de
estos péptidos a la molécula HLA clase 1 mas
comun en la poblacién europea (HLA-A2.1). La
union de los péptidos virales se midié con la linea
celular humana T2, defectuosaen procesamiento
intracelularde oéotidos; esta linea exoresaun ele-
vadonimerodemoléculasvaciasdeHLA-A2.1,las
cuales son inestables a 37°C, a menos que se
estabilicenagregandopéptidosexégenos Elgrado
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Figura7. Resumen de los diferentesmecanismos que pueden llevar a una alteracion en la expresion de HLA clase I
a) Inhibicionde glicosilacién o transporte de las moléculas de HLA clase I.

b) Mutacion en los genes Tap.

¢) Mutacion o rearreglo del gen B2-M.

d) Cambio en la estructura de la cromatina o en el nivel de metiiaciénde la region promotora de los genes HLA clase !
€) Unién alteradade factores transcripcionales a regién aumentadora.

i Regulacion negativa de la expresion de HLA clase | por oncogenes celularesy/o virales.

de estabilizaciénse mide usando anticuerposes-
pecificoscontraHLA-A2.1. El nimero de molécu-
las de HLA-A2.1 es una medida de la afinidad de
unién de esta molécula con el péptido. Mediante
este andlisis, se seleccionaronvarios péptidoscon
altaafinidad paraHLA-A2.1 (Cuadroly ll)yalmenos
unode ellosesinmunogénicoinclusoen un ensayo
in vitro®! Existen varias ventajas de la vacunacion
conpéptidosrespectoa vacunaciéoncon proteinas,
vectoresvivosuotros métodos; unade lasventajas
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se refiere a la posibilidad de inducir y expandir in
vitro una poblacion de CTL especifica para un
determinadoepitope; estas célulasse puedenvol-
verainyectaren pacientesque presentantumores.

Conbase a estos estudios, es tentadoralaidea
de iniciar protocolos de vacunacion en pacientes
con céncer cervical avanzado, cuyo diagndsticoha
demostrado que la lesion contiene PVH de alto
riesgo; en dichos protocolos se podrian emplear
péptidos de E7 conteniendo epitopes fuertes o
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virusvacciniaexpresando proteinastempranasde
algln tipo especifico de PVH.

Conlos avances recientes en €l estudio de los
oncogenes, de los anti-oncogenes, de los virus
tumorales y del sistemainmune, se abren nuevas
posibilidades respecto a diagnostico temprano y
vacunas en cancer cérvico-uterino.

Cuadro 1. Afinidad relativa de péptidos, obtenidos de Ia\
oncoproteina E6 de PVH-16, por moléculas HLA-A2.1 |

Posiciéndel primer Secuencia Afinidad relativa (uM).
aminoécido

18 KLPQLCTEL 12

21 QLCTELQTT 25

22 LCTELQTT 250

25 ELCTTIHDN 200

26 LOTTHDI 25

29 THDILEC 50

30 IHDILECV 50

37 CVYCKQQLL 250

79 KISEYRHYC 125

102 PLCOLLIRC 150 y.

A aanina R argnna;N asparaqna; D acidoaspartco C ¢ stena
Q glutamna E acioo glutamico G g cina H histio na | 1soreuc na
L euena K 1sna Mmetonna F fen aianna, P pro na S serma
T. treonina; W: triptéfano Y: tirosina; V' valina.

”Cuadro 1. Afinidad relativa de péptidos, obtenidos de Ia\
oncoproteina E7 de PVH-16, por moléculas HLA-A2.1
Posicion del primer Secuencia  Afinidad relativa (uM).
aminoé&cido
7 TLHEYMLDL 100
11 YMLDLQPET 15
12 MLDLQPETT 15
66 RLCVQSTHV 75
78 TLEDLLMGT 62
82 LLMGTLGIV 50
85 GTLGIVCP 2
86 TLGIVCPIC 12
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COMENTARIO

Comentario al trabajo de ingreso "Cancer cérvico-
uterino. Influencia de los genes celulares y de los

virales. Implicaciones en el desarrollo de vacunas'

Fabio Salamanca-Gémez*

Agradezco a la Mesa Directiva esta honrosa
designaciénpara dar la méas cordial bienvenidaal
doctor Patricio Garigliocon motivo de suingresoa
nuestra Academia.

El doctor Gariglioes un distinguidoinvestigador
que procede de las australes|latitudes de nuestro
continente, originariode Chile, en donde realizé la
licenciaturay la maestriaen Bioquimicaen la Uni-
versidad de Chile, con un doctorado en Genética
Molecularobtenidoen la Universidadde California,
con estudios postdoctorales en Bélgica, Boston
(Harvard)y enellaboratoriodeldoctor Chambon en
Estrasburgo,y quien desde hace varios lustros se
ha incorporado a la investigacion biomédica en
nuestropais, dirigiendoun laboratoriode Genética
y BiologiaMolecular en el CINVESTAV.

Eltrabajorealizadoporel doctorGarigliohatenido
amplia repercusion nacional e internacional, se ha
hechoacreedoranumerosasdistincionesen el pais
y en el exterior, le ha merecido ser miembro funda-
dor de dos programas de biomedicinamoleculary
delaAsociacion Mexicanadebiologiamolecularen
medicina del Sistema Nacional de Investigadores
Nivellllydevariassociedadescientificasinternacio-
nales. Ha dirigido 28 tesis de licenciatura, 23 de
maestriay 11 de doctorado. Sus aportacionesorigi-
nales incluyen la descripcién del micromosoma de
SV40activoentranscripcion,delmétodo de “run-on”
paraestudiar latranscripcion, de la RNA polimerasa
lloengenes activos entranscripciény de uninhibidor
de lareverso transcriptasa del virus HIV-1.

El trabajo del doctor Gariglio se ha orientado
principalmente a desentrafiar las muy complejas
interrelaciones genético-molecularesy ambienta-
les de latransformaciénmaligna. El canceres hoy
endialasegundacausade muerte ennuestropais,
y el cancer cérvico-uterinoocupael segundo lugar
en latasa de mortalidad (5.27), precedido sélo por
el cancerde pulmén (6.23) por cien mil habitantes.

El interesante trabajo que acabamos de escu-
char "Céancer cérvico-uterino. Influencia de genes
celularesy virales. Implicaciones en el desarrollo
de vacunas", esta estructuradoen dos partes. En
la primera parte se trata sobre la complejidad del
fenémeno de la transformacion neoplasica que
incluyelaalteraciénde cuandomenos mediadoce-
na de oncogenes y de genas supresores o anti-
oncogenes y al menos dos o tres en el procesode
metastasis. Los proto-oncogenescumplen funcio-
nes importantes en etapas tempranas de la dife-
renciaciony el desarrollo,peroquedannormalmente
reprimidos después de cumplir esta funcién. Sin
embargo, pueden alterarse o mutarse transfor-
mandose como resultadode la accién de agenteso
factores ambientales en los que destacan por su
importancialos Papiloma Virus humanos.

Otros genes que regulan negativamenteel cre-
cimiento celular son los genes supresores o
antioncogenes.LaproteinaRb, de retinoblastoma,
no puede cumplir su funciénreguladoracuandola
proteina E1A de adenovirus tumorales se una a
ella. Algosimilarocurre con el antigenoT del SV40
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o entre Rb y el producto del oncogén E7 de los
papiloma virus humanos tipo 16 o tipo 18 que
implican alto riesgo de cancer cérvico-uterino; lo
rnismoquesucedeentre laproteinaoncogénicaE6
de estos virus y el producto del gen supresor p53
queseencuentramutadoencercadel 50 porciento
de las neoplasias en el humano.

Es en este campo en dondeel doctor Gariglioy su
grupo han contribuido en forma notable a esclarecer
estas sutiles y trascendentalesrelaciones al demos-
trar que la integracién del genoma viral del papiloma
ocurre dentro o en las inmediaciones de la localiza-
ciéndel oncogén c-myc en cancer cérvico-uterino, la
amplificacién y los rearreglos de este oncogén en
cancercervical,y guelainhibiciéndelaexpresiondel
transregulador negativo E2 favorece la expresionde
los oncogenesdel papilomavirus y por consiguiente
el desarrollo del carcinoma cérvico-uterino.

La segunda parte del trabajo trata de manera
tedricasobre las estrategias para el desarrollo de
unavacuna contra esta neoplasia. Debe conside-

310

rarse que la respuesta inmune celular modula en
gran parte el crecimiento tumoral al reaccionar
contra los marcadores alterados de las células
tumorales, y que en pacientes inmunodeficientes
se encuentran con elevada frecuencia canceres
gue se asocian con virus oncogénicos, lo cual
implicaque la respuestainmune normal es funda-
mental paralimitarlostumoresinducidos porvirus.
Es alentadora la perspectiva de contar en breve
plazo con una vacuna obtenida mediante manipu-
laciéngenética y formulamos votos porque el doc-
tor Gariglioy su grupocontribuyana este importan-
te desarrollo en nuestro medio.

Me es muy grato, doctor Gariglio, expresarle
nuestramas célidabienvenidaa esta Academia, en
dondetodoslos colegas que apreciamossus sobre-
salientescontribucionesen elcampo de la Genética
Molecular y sus estimablescualidadespersonales,
estamos ciertos de que su presencia contribuirda
enriquecer las actividadescientificasy académicas
de nuestracorporacion. Muchas gracias.
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