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Introduccion

La infeccion por el Virus del Papiloma Humano (HPV, del inglés Human Papillomavirus)
es reconocida como un factor de riesgo para el desarrollo del cancer de orofaringe (OPC,
siglas en inglés de Oropharyngeal Cancer) y es la principal causa de un aumento
dramatico y continuo en la incidencia de este cancer en numerosos paises. El vinculo
causal entre esta Infeccidon de Transmision Sexual (ITS) y el desarrollo de OPC ha llevado
a un cambio de paradigma en la comprensién del riesgo de esta patologia, antes asociada
Unicamente al consumo de alcohol y tabaco, pues al ser causado por un agente biolégico,
el OPC positivo a la presencia del virus (HPV+) posee caracteristicas epidemioldgicas,
patolégicas y clinicas Unicas, ya que su mecanismo de carcinogénesis esta mediado por
proteinas virales que interfieren en multiples vias de regulacion celular y que pueden
inducir la inmortalizaciéon y transformaciéon de las células infectadas.

Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones sobre cancer asociado al HPV se
han enfocado en el cancer cervicouterino debido a su alta mortalidad y prevalencia, pero
recientemente la incidencia del OPC HPV+ ha incrementado, representando un riesgo a la
salud publica al que no se le ha prestado la atencién debida y cuyo impacto comienza a
manifestarse. De esta forma, estudiarlo a profundidad en este momento, es fundamental
para el desarrollo de intervenciones oportunas que reviertan las tendencias observadas y

mejoren el tratamiento de esta enfermedad.

La hipodtesis de este trabajo radica en que la asociacion entre la infeccion por HPV
y OPC HPV+ reside en los mecanismos moleculares oncogénicos inherentes del HPV y la
conducta sexual de ciertas poblaciones, factores que han llevado al aumento significativo
de esta enfermedad en los Ultimos afios. La presente revision bibliografica tiene como
objetivo general recopilar el conocimiento actual de la asociacién entre la infeccion por
HPV y el desarrollo de OPC a través de una revision bibliogréafica exhaustiva que permita
la consulta de este tema en una sola fuente. De manera particular, la presente revision
tiene como meta describir la historia natural de la infeccion por HPV, el mecanismo de
carcinogénesis generado por el virus y el papel que juega la respuesta inmune contra el
HPV y contra el OPC HPV+. Asimismo, con la finalidad de sentar un precedente de las
deficiencias en el registro y estudio del OPC HPV+ en México, este escrito busca

proporcionar informacion sobre la epidemiologia y factores asociados, diagndstico,



tratamiento y prevencion por vacunacién del OPC HPV+ asi como sefialar algunas de las
principales preguntas de investigacion pendientes por resolver y los actuales retos en la
atencién del OPC HPV+.

El presente trabajo incluye la informacion y los puntos de discusion mas
importantes del OPC HPV+, mismos que fueron seleccionados mediante la revisién de
publicaciones recientes (procurando no fueran mayores a 10 afios) acerca de este
padecimiento en revistas indexadas utilizando los motores de bldsqueda Google
Académico y PubMed. Como resultado, esta redaccién proporciona informacién sobre la
epidemiologia del OPC HPV+, las caracteristicas moleculares de la infeccion por HPV, el
mecanismo de carcinogénesis viral, el papel que juega la respuesta inmune contra la
infeccién por HPV y contra el OPC, asi como el estado actual del diagndstico, tratamiento
y prevencion por vacunacion del OPC HPV+. Este trabajo no representa una guia clinica,
pero la informacion recopilada podria ser utilizada de forma auxiliar para la
implementacion de estrategias orientadas a mitigar los factores de riesgo de esta
patologia en la poblacién, asi como para identificar (y en el futuro corregir) las deficiencias

gue actualmente enfrenta la prevencién, deteccion y tratamiento del OPC HPV+.



Capitulo 1. Virus del Papiloma Humano (HPV)

El término Virus del Papiloma Humano (HPV, del inglés Human Papillomavirus) designa a
los virus miembros de la familia Papillomaviridae cuyo hospedero es el humano. Los
Papilomavirus (PV), cuyo nombre hace alusién a los papilomas o lesiones verrucosas que
causan en el hospedero, infectan células epiteliales de piel o de mucosas y son
estrictamente especificos de su hospedero [1] por lo que es necesario usar cultivos
epiteliales del organismo que infectan para reproducir la infeccion productiva in vitro [2].
Los PV infectan mamiferos, reptiles, aves y peces [1], siendo el ser humano el hospedero
mas estudiado. Todos los PV generan viriones no envueltos con una cépside icosahédrica
de ~55 nm de diametro (Figura 1) que protege su Unica copia de DNA (siglas en inglés de
Deoxyribonucleic Acid) circular de doble cadena [1] que se conforma de tres grandes
regiones: la regién larga de control (LCR, del Inglés Long Control Region) que separa a la
regién de expresion temprana (E, del inglés Early) de la region de expresion tardia (L, del
inglés Late) [1]. El tamafio del DNA de los PV puede variar de 5.7 a 8.6 Kbp, mientras que
el genoma de los HPV varia entre 7y 8 Kbp [1].

Figura 1. Capside. (A) Representacion atomica de la capside del HPV-16 [3]. (B) Esquema de una
capside icosaédrica de la familia Papillomaviridae representando los 72 capsOmeros pentaméricos
de la proteina principal de la capside (L1) en una disposicion T=7 [1, 4]. (C) Micrografia electrénica
de contraste negativo de viriones de HPV-1, la barra representa 100 nm. Modificado de [5].



1.1 Genoma y proteinas

El genoma de los PV es circular y la mayoria de los miembros secuenciados contienen 9-
10 marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame) denominados E1-E8
y L1-L2 [1], separados por LCR, una region poco conservada entre los miembros de la
familia que contiene elementos de regulacion y el sitio de origen para la transcripciéon y
replicacion viral [6, 7]. Todos los PV codifican las proteinas virales E1, E2, L1 y L2, los
demas ORF E presentes varian de acuerdo al tipo de PV en cuestion (Figura 2) [1]. Cabe
mencionar que los ORF E9 y E10 se han descrito, pero existen en pocos miembros de los

géneros Delta, Xi y Kappa [8, 9].
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Figura 2. Esquema linealizado del genoma de la familia Papillomaviridae. Se observan los
ORF tempranos E1-10 y los ORF tardios L1 y L2. Modificado de [9] y [10].

La transcripcion del genoma viral se lleva a cabo en una sola direccién y da lugar a
una gran variedad de mRNAs (siglas en inglés de messenger Ribonucleic Acid) que
pueden ser traducidos como proteinas policistronicas o de fusién [1]. Los mRNAs de la
region temprana (E) codifican polipéptidos no estructurales implicados en la transcripcion,
replicacion y transformacion de la célula huésped, mientras que los mRNAs tardios (L)
codifican proteinas de capside [1]. Las funciones de cada ORF en el establecimiento y
progresion de la infeccion se discutiran a detalle en los siguientes capitulos, pero de

manera general se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Funcién de las proteinas de PV

Proteina Principal funcién descrita
El Regulacion de la replicaciénviral
E2 Regulacion de la replicaciony transcripcion viral

No se ha demostrado que codifique una proteina por lo que se desconoce su funcién

E3*
(presente en pocos PV)




Proteina Principal funcion descrita

E4 Salida del virus de la célula del hospedero
E5 Oncoproteina
E6 Oncoproteina
E7 Oncoproteina
E8* Inhibicién de la transcripciony replicacion viral (presente en pocos PV)
Eg* No se ha demostrado que codifique una proteina por lo que se desconoce su funcién
(presente en pocos PV)
E10* Rol en la transformacion celular (presente en pocos PV)
L1 Proteina principal de la capside
L2 Proteina menor de la capside

*Proteinas no expresadas en HPV [6]. Fuentes: [9-11].

1.2 Clasificacion taxonomica

Debido a la falta de sistemas robustos para el cultivo de HPV, la taxonomia de los PV no
se basa en serologia sino en el grado de homologia de su DNA, por lo que se tienen
genotipos y no serotipos [6, 12]. La evolucion de los PV es mas lenta que la de cualquier
otro grupo de virus estudiado por la alta fidelidad en su replicacion [1], ya que utiliza las
polimerasas con actividad correctora de errores (proof-reading) de la célula que infecta. A
pesar de que las mutaciones en el DNA viral ocurren en frecuencias no muy diferentes de
las del genoma del hospedero [6], la evolucion de los PV procede a través de mutacion y
deriva genética y sin haberse documentado ejemplos de recombinacion, por lo que su

genoma se ha mantenido practicamente intacto durante millones de afios [1].

Los miembros de la familia Papillomaviridae se clasifican en los niveles
taxonémicos de subfamilia, género, especie, tipo, variante y subvariante, utilizando el
grado de identidad en la secuencia de nucleétidos de la proteina L1 de acuerdo a lo
acordado en el taller sobre PV realizado en Quebec en 1995 [13], ya que es el ORF mas
conservado dentro del genoma viral [6]. Los miembros de diferentes subfamilias
comparten <45% de homologia, diferentes géneros comparten <60%, diferentes especies
comparten 60%-70%, dentro de una especie distintos tipos de PV comparten <90% de
homologia, mientras que las diferencias entre 1%-10% de homologia definen una variante
y menos del 1% una subvariante [14]. Desde 1970 los PV se han descrito como tipos, y

no como especies, debido a su gran cantidad, con el resultado de que las especies



actualmente descritas tipicamente agrupan tipos de PV con propiedades bioldgicas y

patolégicas similares [1, 6].

La nomenclatura de los PV refleja que son virus estrictamente especificos de su
especie hospedero, por ejemplo: Human Papillomavirus Type 1 (HPV-1), Bovine
Papillomavirus Type 6 (BPV-6). La nomenclatura de los PV a nivel de especie y superior
esta determinada por el Grupo de Estudio Papillomaviridae del Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) [1], pero por debajo del nivel de
especie, nombrar los tipos de PV es responsabilidad del Centro de Referencia
Internacional de HPV o del Centro de Referencia de Papillomavirus Animal [6]. En el caso
del HPV, si tras secuenciar el genoma del posible virus nuevo se confirma que se trata de
un nuevo tipo (<10% de homologia con otro tipo de HPV), se asigna un nimero Unico de
tipo de HPV y se publica en la pagina del International Papillomavirus Reference Center

(www.hpvcenter.se).

Actualmente la familia Papillomaviridae cuenta con 221 tipos de HPV reconocidos,
gue estan agrupados en 5 de los 53 géneros que la conforman [15]: alfa (65 tipos), beta
(54 tipos), gamma (98 tipos), mu (3 tipos) y nu (1 tipo) (Figura 3). Los géneros alfa y beta
estan conformados por los HPV con mayor relevancia clinica: alfa-papillomavirus contiene
a los virus asociados con lesiones en mucosa oral y genital, mientras que el género beta

incluye todos los tipos de HPV que preferentemente infectan la piel [1, 6, 16].


http://www.hpvcenter.se/

Figura 3. Arbol filogenético de los tipos de HPV reconocidos hasta 2018. Se muestran los
géneros alfa (verde), beta (azul), gamma (rojo), mu (morado) y nu (negro) de HPV [17].

1.3 Infeccion por HPV

En el ser humano, la infeccién por HPV es considerada la ITS mas comin en el mundo: la
mayoria de las mujeres y hombres sexualmente activos se infectaran por lo menos una
vez a lo largo de sus vidas con algun tipo de HPV [18]. En Estados Unidos de América
(EUA) se estima que alrededor de 79 millones de personas estan infectadas, con 14

millones de casos nuevos cada afio [19].

Los HPV tienen tropismo por epitelios escamosos estratificados del ser humano
como la piel y la mucosa oral y/o del tracto ano-genital [16]. Tras infectar el tejido, el ciclo
viral avanza a medida que las células epiteliales infectadas se diferencian, habiendo
sintesis del genoma viral en las capas epiteliales intermedias y ensamblaje de viriones
cerca de la superficie epitelial [16]. Si bien las infecciones por HPV suelen ser
asintomaticas y autolimitadas, existen casos en que la infeccién puede causar lesiones

proliferativas visibles (verrugas) o asociarse con el desarrollo de cancer [18, 20].



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido los padecimientos
relacionados con el HPV como amenazas mundiales para la salud publica, al grado que
declar6 a los HPV-16 y HPV-18 como agentes cancerigenos para los humanos y ha
reiterado la recomendacion de incluir la vacuna contra HPV en los programas nacionales
de inmunizacién [21, 22]. Al ser una ITS, los factores asociados con la infeccion
esencialmente estan relacionados a la conducta sexual, como: la edad de inicio de la vida
sexual, al alto nimero de parejas sexuales a lo largo de la vida y al contacto sexual con
individuos de alto riesgo [16, 23].

Dependiendo de su asociacién con el desarrollo de neoplasias malignas, los tipos
de HPV han sido clasificados como de alto y bajo riesgo. Dicha clasificacién de los tipos
de HPV es posible ya que entre los miembros de cada categoria la mayoria de los tipos
comparten ancestros con propiedades bioldgicas y patolégicas similares que giran
alrededor de un mismo nicho ecolégico [6]. Los tipos de HPV que causan lesiones
hiperplasicas (verrugas) se les denomina de bajo riesgo, como lo son los HPV-6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 72 y 81 [24], mientras que los tipos de HPV que suelen ser
encontrados en carcinomas o asociados a esta clase de lesiones se les llama de alto
riesgo, pues se considera que promueven la progresiéon de la lesién inicial a cancer [24].
Los tipos de HPV que pertenecen a esta categoria son 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82, destacandose la prevalencia de los HPV-16 y 18 [16,
24].

La infeccion incidente con un tipo de HPV de alto riesgo no es sinbnimo de cancer,
de hecho, el principal factor de riesgo para la progresion hacia el cancer es una infecciéon
persistente [25, 26]. En el proceso, una vez que el HPV de alto riesgo infecta las células,
interfiere con su funcionamiento normal y provoca la divisiéon celular descontrolada [16].
Las células infectadas generalmente son reconocidas y eliminadas por el sistema inmune,
sin embargo, cuando esto no ocurre y transcurre el tiempo, pueden adquirir caracteristicas
anormales y crear una lesién que progrese a cancer. Es preciso enfatizar que el HPV no
causa cancer directamente ya que es un proceso multietapico, pero los cambios que
causa en las células infectadas pueden llevar a su inmortalizacion y transformacion. Estos
cambios se desarrollan muy lentamente y el cancer puede no diagnosticarse hasta

décadas después de que una persona se infectd con el virus [27].

La progresién a cancer es una consecuencia poco frecuente de la infeccion por

HPV [28], ya que la transformacion celular y la replicacién viral son mutuamente



excluyentes [1]. De hecho, a pesar de la alta prevalencia del virus, la mayoria de las
personas eliminan la infeccion de forma espontanea [26, 29] y actualmente no hay forma
de predecir quién tendra solo una infeccion temporal y quién desarrollara cancer. El
cancer cervicouterino (CC, del inglés Cervical Cancer) es el mas conocido de los
canceres causados por el HPV y actualmente se sabe que la infeccion con HPV de alto
riesgo es el factor etiolégico mas relevante en su desarrollo [16]. De igual forma, la
infeccion por HPV también puede causar cancer de vagina, vulva, pene, ano y orofaringe
(OPC, del inglés Oropharyngeal Cancer) [30]. De estos seis tipos de cancer asociados al
HPV, el CC es el Gnico con una prueba para detectarlo en etapas tempranas y hoy dia es
uno de los canceres mas prevenibles [30], mientras que los otros tipos de cancer

asociados a HPV suelen detectarse hasta que causan un deterioro en la salud (Figura 4).

@ Cancer cervical

@ —— Cancer anal
@ —— Cancer de vulva y vagina
&—— Cancer de pene

Figura 4. Esquema de los casos de cancer atribuibles a HPV en EUA. Contrario al CC que
cuenta con una prueba de deteccion temprana, otros tipos de cancer asociados a la infeccion por
HPV como el OPC, se detectan usualmente de formatardia. Modificado de [31, 32].

La infeccion por HPV causa hasta el 4.5% (640,000 casos) de todos los casos
nuevos de cancer en todo el mundo, lo que representa el 29.5% de todos los canceres
relacionados con infecciones [33]. La carga mundial de CC sigue siendo mayor que la de
otros canceres atribuibles al HPV, sin embargo, en las Gltimas décadas se ha observado

un aumento en la incidencia del OPC HPV+ en multiples paises [33-40].



Capitulo 2. Cancer orofaringeo (OPC)

El término “cancer” engloba un grupo numeroso de enfermedades que se caracterizan por
el desarrollo de células anormales que proliferan y se diseminan de manera descontrolada
[41]. El cancer puede resultar de la proliferacion anormal de cualquiera de los diferentes
tipos de células en el cuerpo, por lo que hay mas de cien tipos distintos que pueden variar
significativamente en su comportamiento [42]. En la mayoria de los tipos de cancer, la
multiplicacion anormal de células conlleva a la formacion de masas, denominadas
tumores, que pueden ser benignos o malignos, pero solo los tumores malignos se
denominan cancer y son peligrosos por su capacidad de invadir, realizar metastasis y

destruir estructuras adyacentes [42].

Las células cancerosas poseen anormalidades en los mecanismos que regulan su
proliferacion, diferenciacién y supervivencia [42]. Esta serie de anomalias se acumulan
por afos, por lo que el desarrollo del cancer es un proceso en el que las células se
vuelven malignas gradualmente [43]. Para que una célula normal se transforme en
cancerosa, se requieren cambios en multiples genes, principalmente oncogenes y genes
supresores de tumores. El inicio del tumor comienza cuando una sola célula mutada
comienza a proliferar anormalmente como resultado de dicha alteracion genética [43]. La
progresion del tumor continda a medida que ocurren mutaciones adicionales dentro de las
células de la poblacién tumoral, algunas de las cuales confieren ventajas a algunas
células, lo cual conduce a un proceso de seleccidn clonal que contindia durante todo el
desarrollo del tumor [43]. La seleccion de células con capacidad progresivamente
creciente de proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis da como resultado
tumores de crecimiento mas r4pido y cada vez mas malignos. Las alteraciones esenciales
en la fisiologia celular que dictan colectivamente el crecimiento maligno son: menor
dependencia de factores de crecimiento externos, evasion de la apoptosis, potencial
replicativo ilimitado, promocion de la angiogénesis, invasion de tejidos y metastasis,
alteracion de las interacciones célula-célula y célula-matriz, diferenciacion pobre, y

cambios en la estructura y funcién de la membrana celular [42-44].

El cancer de cabeza y cuello (HNC, del inglés Head and Neck Cancers) es un
grupo heterogéneo de neoplasias que usualmente se desarrollan a partir de las células
epiteliales escamosas dentro de la mucosa que recubre el tracto aerodigestivo superior
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[45], por lo que recientemente este grupo de tumores también se ha denominado cancer
escamoso de las vias aerodigestivas superiores (CE-VADS) o carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (HNSCC, del inglés Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma). Este grupo de patologias incluyen tumores que comienzan en varios lugares
de la cabeza y el cuello (sin incluir los canceres cerebrales u oculares) como los senos
paranasales, cavidad nasal, laringe, cavidad oral y faringe (Figura 5) [46]. Los sitos de

origen mas comunes de HNC son la cavidad oral y la orofaringe [21].

¢
Senos |
paranasales ’e /
ST N

Cavidad nasal

Cavidad oral

Paladar blando

Nasofaringe Paladar duro

/‘\-— -" Cavidad oral
Orofaringe v‘l Lengua

.

\
!
Hipofaringe
Laringe
L

A B

Figura 5. Vias aerodigestivas superiores. (A) El cuello se divide en dos sitios anatémicamente
distintos a pesar de ser un espacio continuo: cavidad oral y faringe. Modificado de [47]. (B)
Diagrama de la cavidad oral (abarca la mucosa labial y bucal, los dos tercios frontales de lalengua,
la almohadilla retromolar, el piso de la boca, la encia y el paladar duro) y orofaringe (abarca las
amigdalas palatinas y linguales, la tercera parte posterior de la lengua, el paladar blando y la pared
faringea posterior). Modificado de [46].
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El HNC ocupa el sexto lugar mundial en prevalencia entre las neoplasias de todas
las localizaciones [48]. Se estima que aproximadamente 650,000 nuevos casos al afio son
diagnosticados en todo el mundo, con mayor prevalencia en el sexo masculino [48]. Se
estima que la incidencia de HNC representa el 4% de todos los casos de cancer a nivel
mundial [48], pero las cifras varian de un pais a otro y existe una clara division entre
regiones del mundo: si bien el HNC forma uno de los canceres mas comunes en los
paises del sur y sudeste asiatico (India 18%, Pakistan 16%), sélo representan el 1%-6%
de todos los canceres en los paises occidentales (EUA 4%, Brasil 5%) [48]. Por otra parte,
el cancer de cavidad oral es la forma predominante de HNC en los paises del sudeste

asiatico, mientras que el OPC es el mas comun en el mundo occidental [48]. Estas
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diferencias en el sitio de la enfermedad pueden estar relacionadas con los habitos

prevalentes en las regiones respectivas [49].

2.1 Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de HNC son el consumo excesivo de
alcohol y tabaco [21, 47-52], ambos estan clasificados en el grupo | de agentes
carcinégenos de la IARC (siglas en inglés de International Agency for Research on
Cancer), es decir, hay evidencia suficiente de que favorecen la aparicion y desarrollo de
cancer en humanos. Tan sélo en productos de tabaco (para fumar o no) se han
identificado mas de 70 sustancias carcinogénicas, incluyendo hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH, del inglés Polyciclic Aromatic Hydrocarbons) y nitrosaminas especificas
del tabaco (TSNA, del inglés Tobacco Specific Nitrosamines) [53] que producen las
mutaciones en el DNA usualmente encontradas en HNC [52]. Los efectos del alcohol son
menos claros, pero su mecanismo de accion podria explicarse a través de su producto
metabdlico acetaldehido, que dafia el DNA y atrapa el glutation, que es un péptido
antioxidante importante en la desintoxicacion de carcin6genos. Ademas, el alcohol puede
inducir estrés oxidativo a través del citocromo CYP2E1, lo que puede provocar una
inflamacidn crénica de tejido [54]. Existe un riesgo aumentado de cancer oral y faringeo
20 veces mayor para los sujetos que abusan del tabaco, y un aumento de 5 veces para
aquellos que abusan del alcohol; la combinacién de ambos conlleva a un riesgo 50 veces

mayor [53].

El ndmero total de casos nuevos de HNC diagnosticados se ha mantenido estable
a nivel mundial (con sus respectivas diferencias geogréaficas), sin embargo, en varios
paises se ha registrado una incidencia creciente de OPC en pacientes jévenes (<60 afios)
sin relacién con los factores clasicos de etilismo o tabaquismo [21, 55]. Estas inusuales
tendencias demogréficas y de perfil de los pacientes, llevaron a la exploracién de otros
factores de riesgo en el desarrollo de OPC, y varios estudios hechos a partir del analisis
de muestras archivadas en distintos paises, demostré6 que la infeccion de HPV con
subtipos de alto riesgo era el factor responsable de las tendencias de OPC, tras
observarse el aumento en la infeccidon por este virus en las muestras a lo largo del tiempo
[56-60]. Por lo tanto, en OPC existen dos vias moleculares diferentes de carcinogénesis,
una cuyo principal factor de riesgo es la exposicién a agentes carcinogénicos presentes

en el tabaco y alcohol (tumores OPC HPV-) sin la participacién de la infeccién por HPV, y
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la otra inducida por la infeccién activa y persistente de HPV de alto riesgo (tumores OPC

HPV+) [55] (Tabla 2). El patron de expresion genética de ambos es distinto, y el cancer

parece ocurrir por la acumulacion de cambios genéticos diferentes:

a)

b)

d)

Mutaciones en TP53, un gen supresor de tumores que induce el arresto del ciclo
celular y promueve la apoptosis en respuesta a dafio al DNA [61]. Se ha
observado que los tumores HPV+ poseen TP53 silvestre en comparaciéon con los
HPV-, que albergan frecuentes mutaciones de TP53 y pérdida de heterocigosidad
[62, 63].

Diferencias en la expresion de p16, el producto polipeptidico del gen CDKN2A gue
funciona como regulador negativo de la progresion del ciclo celular al evitar la
inactivacion de pRb (proteina del retinoblastoma), un factor supresor de tumores
[62], por lo que su malfuncionamiento conduce a la pérdida de control del punto de
restriccién en la fase G1 del ciclo celular y favorece la transformacién celular [62].
En los tumores OPC HPV- la expresion de pl6 se ve disminuida, lo cual se
correlaciona con la metilacién del promotor de p16 y la pérdida de heterocigosidad
[62-64], mientras que los tumores OPC HPV+ poseen un promotor de pl6 no

metilado y hay sobreexpresién de dicha proteina [62, 64].

Diferencias en la expresion del gen de ciclina D en 11913, ya que su amplificacion
y sobreexpresién es una alteracion comun observada en OPC HPV- que lleva a la
inactivacion de pRb por complejos ciclina D-CDK4/6 y una rapida transicién a la
fase S [65]. Esta alteracion genética no se observa en tumores HPV+ ya que la
ciclina D se encuentra regulada a la baja debido a la sobreexpresion de pl6 [62,
64].

Diferencias en la expresion de otros genes, por ejemplo, los tumores HPV-
sobreexpresan un conjunto pequefio de genes especificos del ciclo celular,
incluidas las ciclinas D y A [62], a diferencia de los HPV+, que sobreexpresan un
conjunto mas grande, como la ciclina E2 (asociada a G1), la ciclina B1 (asociada a
G2), SYCP2 (siglas en inglés de Synaptonemal Complex Protein 2), v-myb (proto-
oncogen), RFC5 (siglas en inglés de Replication Factor C Subunit 5), y DNMT1
(siglas en inglés de DNA Methyltransferase 1); genes que promueven la

replicacién del DNA y la mitosis celular, incluido el antigeno PCNA (siglas en
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inglés de Proliferating Cell Nuclear Antigen), E2F, cdc2 (cdc, del inglés Cell
Division Control Protein), cdc7 y MCM (siglas en inglés de Minichromosome
Maintenance), lo que implica que los casos de cancer HPV+ son més activos en la

division celular [62, 64].

e) El nimero total de aberraciones cromosdmicas por tumor es significativamente
menor en los tumores HPV+ [64]. EI OPC HPV- se caracteriza por deleciones
cromosOmicas severas en 3p, 5q, 9p, 15q y 18gq en comparacion con los tumores
HPV+, que presentan pérdidas cromosémicas ocasionales con bajos niveles de
pérdida de heterocigosidad en 3p, 9p y 17p [63, 64]. Entre los genes supresores
de tumores diana para estos loci estan FHIT (siglas en inglés de Fragile Histidine
Triad) en 3p14.3, CDKN2A (siglas en inglés de Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
2A) en 9p21y TP53 (siglas en inglés de Tumor Protein 53) en 17p13 [64]. Por otra
parte, las pérdidas de 11q son mas frecuentes en OPC HPV-, donde se
encuentran varios genes de reparacién del DNA, como ATM (siglas en inglés de
Ataxia Telangiectasia Mutated) y CHEKL1 (siglas en inglés de Checkpoint Kinase 1)
[64]. Los tumores HPV- también se caracterizan por amplificaciones en 11q13; los
genes candidatos en la regién 11g13 adquirida, cuyos productos han demostrado
estar sobreexpresados, incluyen CCND1 (ciclina D1), CTTN (cortactina) y FADD
(siglas en inglés de Fas Associated Via Death Domain), lo que resulta en la

desregulacion del control del ciclo celular y la migracién [64].

Aunado a su etiologia y patrén de expresién genética, los casos OPC HPV+ y HPV-
pueden identificarse como entidades tumorales distintas mediante sus caracteristicas
epidemioldgicas: en comparacion con HPV-, los pacientes con OPC HPV+ suelen ser
hombres més jévenes, de estatus socieconémico mas alto y tienen un mejor pronéstico de
supervivencia a 5 afios [21, 27, 45]. Cabe mencionar que, a pesar de que este cancer es
causado por dos mecanismos distintos, el estilo de vida que lleva a la infeccién con HPV y
el consumo excesivo de tabaco y alcohol puede tener un efecto sinérgico [66]: el tabacoy
alcohol se han identificado como factores de progndstico negativo en pacientes con OPC

HPV+ [55], aunque el grado de patogenia aun es desconocido [66].

Actualmente se estima que la fraccibn de OPC causados a nivel mundial por la

infeccion con HPV es del 18-28%, siendo la mayoria causados por los factores de riesgo
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clasicos (consumo excesivo de tabaco y alcohol) [27, 67, 68]. Sin embargo, el porcentaje

de OPC HPV+ se eleva hasta 60% en paises como EUA, Japoén, Australia [68], Republica
Checa, Suecia, Corea del Sur y Francia [21]. Entre los casos OPC HPV+, el HPV-16 esta

presente en el 80-90% [21, 33, 69] seguido por HPV-33 y HPV-18 [33, 50, 69]. La

contribucion relativa de otros subtipos de alto riesgo existe, pero no es significativa. A

pesar de que la infeccién con HPV no es una causa necesaria ni suficiente para el

desarrollo de OPC, es claro que el HPV juega un papel importante en la patogenia de este

cancer, cuya principal area afectada son las amigdalas y cuyo nimero de casos va en

ascenso [21]. La epidemiologia del papel del HPV en el desarrollo de OPC, su mecanismo

de carcinogénesis y las implicaciones del diagnéstico y tratamiento de esta patologia se

revisara con mayor detalle en el siguiente capitulo.

Tabla 2. Principales diferencias entre el OPC HPV+ y HPV-

OPC HPV+

OPC HPV-

Principales factores de
riesgo parael desarrollo de
OPC

Infeccion persistente con subtipos
de alto riesgo de HPV

Consumo excesivo de
alcohol y tabaco

Expresién genética

TP53 silvestre, expresion de
ciclinaD disminuida,
sobreexpresion de p16 y de un
gran conjunto de genes
especificos del ciclo celular

TP53 mutado,
sobreexpresion de ciclinaD
y Ay expresion de pl6
disminuida

Aberraciones
cromosomicas por tumor

Pérdidas cromosémicas
ocasionales con bajos niveles de
pérdida de heterocigosidad en 3p,

9pyl7p

Deleciones cromosdémicas
severas en 3p, 5q, 9p, 15q

y 18q

Caracteristicas
epidemiologicas

Hombres <60 afios, estatus
sociecondmico alto, mejor
pronostico de supervivenciaa 5
afnos

Hombres >60 afios, peor
pronostico de supervivencia
a 5 afos

Fuentes: [52-69]
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Capitulo 3. Asociacion entre la infeccién por HPV y el desarrollo de
cancer orofaringeo

3.1 Epidemiologia

Actualmente, los casos de OPC relacionados con el tabaquismo y el abuso del alcohol
estan disminuyendo, mientras que los atribuibles a la infeccién con subtipos de alto riesgo
de HPV van al alza en mdltiples paises [27, 34, 38, 68, 70-74]. Como se menciono, el
HPV y su correlacion con el OPC varia segun la regién geogréfica, presentdndose una
mayor incidencia y prevalencia entre la poblacion caucésica en el mundo occidental
especialmente de Norteamérica y el Norte de Europa [60], a comparacién con el mundo
oriental [27, 60, 74-77]. El impacto mas grande se ha visto en EUA donde el OPC es

ahora el cancer asociado a HPV méas comun, sobrepasando al CC en 2018 [78].

La infeccion por HPV es considerada la ITS mas comun a nivel mundial [1], por lo
gue la mayoria de las mujeres y hombres sexualmente activos se infectardn por lo menos
una vez a lo largo de sus vidas. En EUA, se estima que aproximadamente 10% de los
hombres y 3.6% de mujeres tienen una infeccion oral por HPV [79] y que 7 de cada 100
hombres y 1 de cada 100 mujeres portan tipos de HPV potencialmente cancerigenos en la
boca [80]. EI HPV-16 esta particularmente asociado al OPC, con una contribucién relativa
de 80-90%, seguido por HPV-33 (1.4-6.4%) y HPV-18 (0.7-4.7%) [21, 33, 50, 69]. La
contribucion relativa de otros subtipos de alto riesgo como el HPV-31, 45, 52, 58, existe
en todo el mundo pero no es significativa (<2%) [33], ademas que la prevalencia y

distribucion de los tipos de HPV varia por pais [81].

Los pacientes con OPC HPV+ suelen ser hombres caucasicos [27, 34, 38, 68, 70-
73] menores de 60 afios [27, 36, 82], de nivel socioecondémico alto [83] en paises
econdmicamente desarrollados, especialmente en Norteamérica y el Norte de Europa [48,
60]. Estos pacientes generalmente no poseen un amplio historial de abuso de alcohol o
tabaco [21, 55, 83], sino que su principal factor de riesgo son conductas sexuales que
facilitan la transmision del HPV [27, 45, 69]. Es importante resaltar la diferencia en la
incidencia de OPC HPV+ entre sexos, pues a pesar de que tanto hombres como mujeres
estan involucrados en la cadena epidemiologica de la infeccion, la prevalencia de OPC

asociado a HPV es mayor en hombres, alcanzando proporciones de 4:1 respecto a las
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mujeres [79]. El mejor entendimiento de la relaciéon entre la prevalencia de infeccién oral
por HPV y la incidencia de OPC se ha dado en EUA, donde se sabe que los hombres
tienen un mayor nimero de parejas sexuales que las mujeres [79], sin embargo, la
conducta sexual (que es un rasgo madificable) no es la Unica explicacion para la

diferencia en prevalencia de OPC HPV+ entre sexos, sino que han surgido las siguientes
hipétesis:

a) Mayor prevalencia de infecciones orales por HPV-16 en hombres.

El patron de edad en la prevalencia de HPV oral es similar entre hombres y
mujeres de poblacién general (Figura 6), con una prevalencia maxima observada
en individuos de 30-34 afios y nuevamente entre 60-64 afios, sin embargo, la
prevalencia absoluta del HPV oral (cualquier tipo) es 3 veces mayor en hombres
gue en mujeres [79], y la infeccidn oral prevalente con HPV-16 es 6 veces mas

comun en hombres que en mujeres [80].

Hombres, cualquier infeccion HPV Mujeres, cualquier infeccion HPV
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Figura 6. Patron de edad de la prevalencia de HPV oral en poblacién estadounidense (14-69
afos) (A) Hombres (B) Mujeres. La curva con etiquetas sin relleno es el modelo ajustado para
sexo, poblacion, estado civil, nimero de parejas sexuales y habito tabaquico mientras que las
lineas discontinuas representan el I.C. del 95%. Se observa una distribucion bimodal parecida,
pero sélo fue significativa en hombres. Modificado de [79].

En hombres y mujeres, la mayoria de las infecciones orales recientemente
adquiridas con tipos oncogénicos de HPV son eliminadas en 1 afio [84, 85]. Sin
embargo, el 40% de las infecciones orales en hombres por HPV-16 se sabe
persisten por mas de 4 afos [85], con el tiempo de persistencia aumentando

significativamente con la edad [74], lo que sugiere que el aumento de la
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prevalencia de HPV-16 oral detectado en los hombres en edades mas avanzadas
probablemente se deba a la persistencia de las infecciones y no a una mayor
adquisicion [86].

b) Seroconversién reducida en hombres.

Sélo una fraccion de hombres y mujeres presentan una respuesta de anticuerpos
detectable 9-24 meses después de la infeccion genital por HPV [87, 88], y a pesar
de la mayor prevalencia genital y oral de DNA del HPV observada en los hombres
[68], las mujeres (independientemente de la poblacién estudiada) demuestran una

mayor seroconversion al HPV-16 [89-98] (Figura 7).
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Figura 7. Diferencia en seroconversion tras la infeccién genital por HPV-16 en hombres y
mujeres. La prevalencia de anticuerpos anti-capside (anti-L1) en mujeres es significativamente
mayor que en hombres en diversas partes del mundo (incluso en mujeres provenientes de
poblacion general). Modificado de [68].

En las mujeres no vacunadas con titulos altos de anticuerpos anti-HPV-16,
hubo una reduccién del 50% en el riesgo contra futuras infecciones genitales por
HPV-16 [99, 100], mientras que la seropositividad al HPV-16 en hombres no
vacunados no se asocio con un riesgo reducido de infeccién futura por HPV-16,
independientemente del nivel de anticuerpos [101]. La seroconversién reducida

podria explicar por qué el riesgo de los hombres de contraer una nueva infeccion
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oral por HPV se mantiene constante a lo largo de la vida [27], mientras que en las
mujeres se observa una disminucion en la deteccion del HPV en la cavidad oral a
través de los afios desde la primera actividad sexual [84]. Este punto también
explicaria la diferencia en la prevalencia de HPV oral de alto riesgo de acuerdo al
numero de parejas sexuales orales descrita en EUA, donde el aumento fue tres
veces mayor para hombres que para mujeres, con una meseta en los hombres con
aproximadamente 15 parejas sexuales orales en contraste con aproximadamente
cinco parejas en las mujeres (Figura 8), es decir, la prevalencia de la infeccién oral
por HPV continla aumentando en los hombres con mas de cinco parejas, pero no

en las mujeres [27].

204 == Hombres
===« Mujeres

Prevalencia de HPV (%)

No. de parejas de sexo oral de por vida

Figura 8. Asociacion entre el nimero de parejas sexuales orales de por vida con la
prevalencia de HPV oral en hombres y mujeres estadounidenses de 14 a 69 afios. A partir de
5 parejas sexuales, la prevalencia de HPV oral de alto riesgo por pareja sexual se mantiene
constante en las mujeres (linea discontinua), mientras que en los hombres (linea continua) la
prevalencia sigue aumentando hasta las 15 parejas sexuales orales. El area sombreada representa
el I.C. del 95%. Modificado de [27].

Adicionalmente, es posible que, a través del sexo genital convencional, las
mujeres adquieran la infeccién por HPV al principio de sus experiencias sexuales y
seroconviertan con poca exposiciéon, mientras que los hombres requieren un
mayor nimero de parejas sexuales. La proteccién adquirida tras la infeccion
genital puede no necesariamente afectar la adquisicion de nuevas infecciones
orales por HPV, pero puede promover su eliminacion, evitando asi la progresion al
cancer [102].
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La seroconversion reducida podria estar asociada con caracteristicas que
retrasan o interfieren con la presentacion de antigenos y el montaje de la
respuesta inmune. Al respecto se ha propuesto que, aunque el pene es un sitio
anatémico con una alta prevalencia de DNA del HPV, la queratinizacién de este
tejido escamoso y del prepucio los asemejan inmunoloégicamente a la piel, por lo
gue los tipos de HPV oncogénicos (que infectan preferentemente epitelio no
gueratinizado) tienen una baja tasa de replicaciébn en estos tejidos [103]. Sin
embargo, en los genitales masculinos la uretra es un tejido permisivo a la infeccion
por HPV al ser epitelio estratificado no queratinizado, estableciéndose infecciones
virales productivas y por lo tanto transmisibles a la pareja sexual [103]. Otro
aspecto importante es que las infecciones en genitales masculinos son mas
transitorias que en genitales femeninos [12]: 4-7 meses y 8-12 meses,
respectivamente [103]. Al mismo tiempo, a pesar de la alta frecuencia de deteccion
de DNA de HPV en los genitales masculinos externos, la produccién de viriones no
es eficiente por el grado de diferenciacion del tejido, la respuesta inmune y
descamacion de la zona [103], lo que posiblemente evita que se monte una
respuesta seroldgica anti-capside satisfactoria que proteja contra infecciones

posteriores de HPV.

Mayor transmision de HPV de mujer a hombre.

La dinamica de transmisién del HPV depende de factores virales y del huésped,
tales como la susceptibilidad, niumero de contactos por unidad de tiempo, la
probabilidad de transmision y la duracién del periodo infeccioso [104]. A pesar de
que no se reconoce como un factor de riesgo para el OPC HPV+, vale la pena
mencionar que las tasas de transmisién del HPV por sexo oral difieren segun el
sexo de la pareja, con una mayor transmision de mujer a hombre en comparacion
con la de hombre a mujer [68]. Las parejas femeninas de pacientes con OPC
HPV+ no parecen tener una mayor prevalencia de infeccién oral por HPV en
comparaciéon con la poblacién femenina general de la misma edad (1.2% vs. 1.3%)
[82], mientras que realizar sexo oral a una mujer mas de una vez por semana se
ha asociado con un riesgo mayor de contraer una infecciéon oral por HPV [105]. El
aumento en la probabilidad de transmisién de la infeccién de mujer a hombre se

relaciona con la resistencia y duracion de la infeccion en el tejido: las células
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epiteliales de la piel del pene son mas resistentes a la infeccibn por HPV en
comparacion el epitelio cervical (donde hay altos niveles de replicacién del virus) y
a que la duracién de la infeccion por HPV es mas corta en hombres que en
mujeres [12, 68, 103].

Al ser una ITS, la principal via de transmisién del HPV es por contacto con la piel y
mucosas de una pareja sexual infectada [79, 106]. A pesar de que la transmision
orofaringea del virus sigue sin estar totalmente descrita, el sexo oral puede provocar la
propagacion de la infeccién desde la mucosa genital a la cavidad oral [106] y evidencia de
la asociacion entre el comportamiento sexual oral y el riesgo de adquirir una infeccion oral
incidente y/o persistente por HPV existe y continla emergiendo [105, 107-112], ademas,
el comportamiento sexual oral se reporta como el principal predictor de infeccién oral por
HPV-16 [113]. Sin embargo, también se ha informado que cualquier actividad sexual, no
solo el sexo oral, puede estar asociada con la deteccion oral del HPV [79, 84, 113, 114],
esto incluye relaciones sexuales vaginales o anales y autoinoculacién [80, 106, 115, 116].
Ademas de la transmisién horizontal clasica durante la vida sexual, existe una transmision
vertical durante el periodo prenatal en aproximadamente el 20% de los casos, habiéndose
detectado DNA del HPV en liguido amnidtico, membranas fetales, cordén umbilical y
placenta [106, 117].

Al transmitirse por contacto sexual en la mayoria de los casos [79, 106], los
factores de riesgo asociados con la infeccién por HPV esencialmente estan relacionados

con practicas sexuales de los individuos que facilitan la transmision del HPV como:

a) Edad temprana de inicio de la vida sexual [83, 106, 118].-Se ha relacionado con el

aumento del promedio de parejas sexuales de por vida [55] y al aumento de los

comportamientos sexuales orales [27].

b) Diferencias de edad con la pareja sexual [119]. Se ha relacionado con la baja

aceptacién del uso de conddn por parte de parejas sexuales mayores [120] y a la

mayor deteccidn y persistencia de HPV en hombres mayores [27].

c) Alto niumero de parejas sexuales a lo largo de la vida [78, 83, 106]. Incluye

contacto sexual con individuos de alto riesgo o participacién en relaciones no

mondgamas [12, 106, 118]. EI aumento del riesgo se debe a la exposicion
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d)

)

)

incrementada. En general, los hombres tienen mas parejas sexuales que las
mujeres, por lo que esta conducta contribuye a explicar la mayor prevalencia de
OPC en hombres (4:1) [79]. El nUmero de parejas sexuales orales a lo largo de la
vida parece ser la medida conductual mas fuerte, consistente y especificamente

asociada con OPC HPV+ [74, 121].

Practica de relaciones sexuales orales. Aunque cualquier actividad sexual (no solo

el sexo oral) puede estar relacionada con la deteccion oral del HPV [113, 114],
existe una fuerte asociacion entre el comportamiento sexual oral y la infeccion oral
prevalente por HPV [105, 107-112]. El comportamiento sexual oral difiere
drasticamente segun la regién geografica, el género, el grupo de edad y la
poblacion [113, 121], lo cual podria explicar las diferencias epidemiolégicas
observadas en la infeccion oral por HPV entre los distintos grupos. En particular, la
proporcion de hombres y mujeres con antecedentes de sexo oral ha aumentado
significativamente en los grupos mas jovenes en comparacion con los de mayor
edad [121].

Uso de conddn [118, 119]. La efectividad del uso del conddn para prevenir la

infeccibn por HPV ha sido inconsistente hasta ahora, pues algunos estudios
respaldan el papel del condon como barrera contra la exposicion al HPV [119,
122], mientras que otros afirman que el uso de conddn no parece proteger
adecuadamente contra el virus, ya que puede transmitirse a través del contacto

con cualquier sitio infectado que no esté cubierto [106, 123, 124].

Historia previa de ITS [118, 119]. El HPV es una ITS muy comun, pero entre

individuos con historia previa de otras ITS por ejemplo chlamydia, gonorrea, HIV
(siglas en inglés de Human Immunodeficiency Virus), HCV (siglas en inglés de
Hepatitis C Virus) [125-127]) se relaciona con practicas sexuales de riesgo y con
sistemas inmunitarios susceptibles [128, 129]. Cabe resaltar la relacion entre HPV-
HIV, pues debido al papel critico del sistema inmune del huésped en la eliminacién
de la infeccién por HPV, la infeccion por HIV se ha correlacionado con la

prevalencia de infecciones persistentes por HPV [126].

Persistencia de la infeccion [84]. La infeccion oral persistente por HPV de alto

riesgo es el principal factor de riesgo para la progresién a OPC HPV+ [21, 74, 84].
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Algunos determinantes que han sido asociados a la progresion de una infeccién
persistente a OPC HPV+ son el tipo viral, subvariantes de los HPV de alto riesgo,

integracion del genoma viral al genoma celular y carga viral [52, 130-132].

Por lo general, después de infectarse con HPV se necesitan varios afios para que
se desarrolle el cancer: para el CC, el periodo de latencia se ha estimado en 20-30 afios
al comparar la edad media en la prevalencia maxima de la infeccion con la edad media en
el momento del diagnéstico [27, 133]. Tomando esta guia para OPC HPV+, un estudio en
EUA estimo el periodo de latencia promedio en 10-30 afios suponiendo que ambos picos
de prevalencia contribuyen al riesgo de OPC (Figura 9), aunque es sabido que la infeccién
por HPV en hombres aumenta en prevalencia conforme mayor es la edad [27], por lo que
es factible que el segundo pico tenga mayor relevancia en la patogenia en hombres y que

el OPC HPV+ tarde sélo una década en desarrollarse.
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Figura 9. Prevalencia oral de HPV de alto riesgo e incidencia de OPC en la poblacion de EUA
en funcion de la edad. (A) Prevalencia oral de HPV de alto riesgo en la poblacion de EUA en
funcion de la edad. (B) Incidencia de OPC en funcién de la edad. Modificado de [27]. La
prevalencia de infeccion oral por tipos oncogénicos del HPV alcanza su punto maximo a las
edades de 25 a 30 afios y de 55 a 60 afios, y la edad media en el momento del diagnostico de
OPC es de 63 afios [134] (58 afios para OPC HPV+ [56]).

A pesar de la alta incidencia de la infeccion por HPV, la mayoria de los individuos

inmunocompetentes son capaces de eliminar la infeccion sin manifestaciones clinicas
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debido al desarrollo gradual de una respuesta inmune contra el HPV [87, 88, 135]. La
infeccién por HPV con o sin tratamiento puede variar desde regresién espontdnea hasta
cancer [11], y al dia de hoy no hay manera de saber qué persona desarrollara cuél. Para
comprender los diferentes resultados de la infeccién, se revisara a continuacion la
estructura del genoma del HPV y sus patrones de expresion en el epitelio durante la

infeccion.

3.2 Historia natural de la infeccién

La mayor parte del conocimiento sobre la epidemiologia del HPV y su mecanismo de
infeccion se relaciona con su estudio en el cérvix, y aunque la adquisicion de una
infeccién oral por HPV oncogénico es menos frecuente en comparacion con la genital
[85], se sabe que el virus infecta mas frecuentemente la orofaringe, especialmente las
amigdalas (palatinas, faringea y lingual) que otros sitios en la cabeza y el cuello [60, 136].
La susceptibilidad de las amigdalas a la infeccién por HPV se ha sugerido puede deberse
a

e El cardcter discontinuo del epitelio de las criptas de las amigdalas, que facilita la
entrada del virus sin el trauma descrito en el CC (Figura 10) [137-142].

e La exposicién de la superficie extensa de células epiteliales basales en las criptas
de las amigdalas, que facilita la interaccion con el HPV y la creacion de un
reservorio viral amplio [139].

e Ser tejido mucoso de transicién [62, 139], susceptibilidad compartida entre las
amigdalas y el cérvix, debido a la interrupcion de la barrera epitelial de ambos
tejidos, siendo la yuxtaposicion entre las células epiteliales escamosas vy el tejido
linfatico en las amigdalas, y el empalme escamoso-columnar en el cuello uterino
[143, 144].

e Eltejido linfoide en las amigdalas puede favorecer la infeccion persistente por HPV
debido a que el epitelio de la cripta tiene una alta expresion de PD-L1 (siglas en
inglés de Programmed Death-ligand 1) que puede suprimir las respuestas

inmunoldgicas mediadas por células T [139, 140, 145].
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Figura 10. Amigdalas y criptas amigdalares. (A) Esquema de la ubicaciéon de las amigdalas
palatinas, faringea y lingual, modificado de [146]. (B) Corte histolégico de amigdala palatina (10x),
modificado de [147]. Se observan invaginaciones profundas (criptas) que aumentan el area total de
superficie para fomentar la captura de antigenos que ingresan al tracto aerodigestivo superior [140,
141]. Las interacciones entre las células B y las células T en el epitelio contribuyen a la primera
linea de defensa en la orofaringe, y la presencia de células B de memoria (centros germinales)
contribuye a la respuesta de anticuerpos [148]. (C) y (D) Representacion de la cripta amigdalar y el
trafico de células inmunes y HPV. Las criptas de las amigdalas constan de un epitelio reticular
interrumpido disefiado para facilitar el trafico de antigenos, linfocitos y células presentadoras de
antigeno, esta pérdida de integridad estructural deja la membrana basal expuesta a las particulas
virales, modificado de [137-139, 141].

El genoma del HPV consiste en una molécula de DNA circular de doble cadena de
6.8-8 kbp [149] que se puede dividir en tres regiones funcionalmente distintas: la LCR, la
region de expresion temprana y la region tardia. La LCR solo contiene sitios de unién para
factores de transcripcion virales y celulares, desempefiando un papel regulador en la
transcripcion y replicacion del genoma viral en la célula hospedera [106]. El HPV contiene

8 ORFs (Figura 11y 12), que codifican para funciones tempranas (E) o tardias (L) [149].
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La region E codifica proteinas expresadas en las fases iniciales del ciclo viral por lo que
son las unicas producidas en las capas inferiores del epitelio y estan involucradas en la
replicacion viral (E1), la activaciéon o la represion del DNA viral (E2), promocion de la
proliferacion celular (E5, E6 y E7) y liberacion de viriones (E4) [20, 149, 150]. La region
tardia codifica dos proteinas (L1 y L2) que conforman la capside [1, 20, 149, 150] y se
expresan durante las fases finales del ciclo viral en las células escamosas diferenciadas
gue se encuentran en la capa superficial del epitelio [106].
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Figura 11. Genoma de HPV-16. Se observan los ORF tempranos E1, E2, E4, E5, E6 and E7, y los
ORF tardios L1y L2. Las lineas punteadas representan secuencias de intrones. El circulo negro

representa el origen viral de replicacion (ori). Se muestra el ORF de E8, pero no existe evidencia
gue asocie dicho ORF con una proteina viral. Modificado de [1].
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Figura 12. Esquema linealizado del genoma de HPV-16. Se muestran los ORF tempranos (E) y
tardios (L), los promotores p97 y p670 y las sefiales de poliadenilacion temprana (pAE) y tardia
(pAL). Los tridngulos negros representan los sitios de empalme 5' y los tridngulos blancos

representan los sitios de empalme 3'. La LCR no se muestra, pero abarca desde el final de L1
hasta el inicio de E6. Modificado de [151].
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La sintesis de DNA viral y la expresion secuencial de las diferentes proteinas del
HPV depende del estado de diferenciacion del queratinocito infectado [106, 152, 153]. La
infeccién inicia en células basales no diferenciadas y termina con la generacion de
particulas virales maduras en queratinocitos diferenciados en los estratos epiteliales
superiores [152]. En las siguientes secciones se describirdn los cambios en los
gueratinocitos que crean un microambiente adecuado para la replicacion productiva.
También se describira la estructura y funciones de las proteinas de HPV de alto riesgo
responsables de la transformacién de la célula permisiva. Dicha descripcién se hara

desde un enfoque para el HPV-16, el genotipo mas relevante para el OPC [154].

3.2.1 Ciclo viral

Después de la entrada a la célula hospedera, se distinguen 3 fases en el ciclo del HPV:
eventos tempranos, amplificacion del genoma viral y produccién de viriones (Figura 13).
En las lesiones productivas, el ciclo infeccioso del HPV estéa vinculado a la diferenciacion
del queratinocito infectado y la expresion de los genes virales se encuentra regulada, de
modo que las proteinas se expresan en un orden definido y en cantidades controladas
conforme la célula infectada se diferencia al moverse hacia la superficie epitelial [2, 11,
139]. La infeccién inicial por el HPV ocurre en queratinocitos basales no diferenciados
[152], mismos que se dividen continuamente para proporcionar células para la region
suprabasal del epitelio [106]: tras la divisién de la célula basal, una de las células hijas se
diferencia a medida que migra a través del epitelio hasta que se descama de la superficie,
lo que da como resultado que la progenie de cada célula basal genere un volumen de
tejido significativo [11]. Por lo tanto, al infectar las células basales que se estan dividiendo
continuamente, el HPV asegura un reservorio de células infectadas y puede establecer
infecciones persistentes en las que el genoma viral se replica junto con el DNA del
hospedero [106, 155].

27



Descamacion

Ensamblaje
de capside

o

% Amplificacién

= del genoma

a @ ey () v-ona
5 VE E6
S VET QY E
3 Qe Q s
Cl P A 1 o L2
>

<

Transcripcion 3 O
P y traduccion
™~ 7/ QA /
&)~ 0

Replicacion

Figura 13. Esquema de las 3 fases en el ciclo productivo del HPV. Figura de Katia Jacome e
Hiram Moareno, Biorender, 2021, construida con informacion de las fuentes [1, 2, 11, 12, 16, 103,
106, 139, 143, 152-156, 159, 163, 167-170].

Eventos tempranos

El HPV accede a los queratinocitos basales por la exposicién resultante de
microabrasiones durante el contacto sexual o por el aspecto discontinuo propio del epitelio
en la orofaringe [139]. La interaccion de la capside del viridn con los receptores celulares
estd mediada por las proteinas L1 y L2, que a su vez promueven la internalizaciéon
mediante un proceso similar a la macropinocitosis [156]. Después, el viribn se transporta
desde endosomas tempranos hasta endosomas tardios y cuerpos multivesiculares que
facilitan el desmontaje de la capside. Durante este proceso, el DNA viral (vDNA)
permanece unido a L2. El complejo L2-vDNA transita a la red trans-Golgi, permaneciendo
alli hasta el inicio de la mitosis [1]. Durante la mitosis, después de la disgregacion de la

membrana nuclear, el genoma viral puede asociarse con cuerpos nucleares ND10 [156].

Después de acceder al nlcleo de los queratinocitos basales, el genoma del HPV
se establece como un elemento extracromosémico que se replica siguiendo el ritmo de la
division celular, estableciendo un nivel bajo de episomas virales (50-100 copias/célula)
[143]. También se inicia un bajo nivel de expresion de E6 y E7 (E7 es la primera proteina
gue se detecta) [103] debido a factores de transcripcion de las células basales que

interactdan con el promotor temprano (p97) en la LCR [2, 12, 153, 157]. La transcripcion
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de estas dos proteinas conduce a una mayor proliferacion y retrasa la diferenciacion de
las células epiteliales resultantes [106]. Esta fase inicial representa el estado latente de la
infeccion que implica una baja expresion viral y se considera un mecanismo para evitar la
deteccion por el sistema inmune, promoviendo el mantenimiento del genoma viral y la
proliferaciéon de las células epiteliales basales [11, 16, 142]. A medida que las células
basales experimentan su ciclo, un subconjunto de células hijas sale de la membrana basal
para estratificarse y diferenciarse a medida que migran a través del epitelio hasta que se
descaman de la superficie [158]. Para garantizar la segregacion de los episomas hacia las
células hijas, el HPV utiliza los cromosomas mitéticos del hospedero como vehiculo [1,
155].

Tras el inicio de la diferenciacién en las células hijas infectadas, se activa la etapa
productiva del ciclo infeccioso del HPV [11]. Si bien los HPV de bajo riesgo comienzan la
replicacién en las células basales que aln estan proliferando, esta fase en HPV de alto
riesgo (como el HPV-16) se limita a las células que han salido del ciclo celular y no
sintetizan DNA [159]. Por lo anterior, el HPV de alto riesgo debe desacoplar la replicacion
y la diferenciacion celular [1] mediante la expresion de E6 y E7 desde la capa basal del
epitelio [152]. Al respecto, se ha demostrado que las proteinas E6 y E7 juegan un papel
clave en el reingreso al ciclo celular [152] y en usurpar el entorno celular para permitir la
replicacion viral [1]. El resultado es una mayor proliferacién de las células basales y
suprabasales infectadas [149]y la expresion de genes necesarios para la transicion G1/S
y la sintesis de DNA [160], lo que admite la amplificacion del genoma viral en células no
permisivas [141, 161, 162].

Mientras que la célula infectada migra hacia las capas intermedias del epitelioy se
diferencia, ademas de E6 y E7, se expresa Eb5, proteina que complementa las funciones
de E6 y E7 al modular la proliferacion celular [2]. También se expresan las proteinas E1y
E2 [2, 153] para activar y limitar la replicacion del genoma viral [1], manteniendo un
namero de copias bajo y constante en las células proliferantes [1, 106]. En conjunto, EB,

E7, E5, E1 y E2 permiten el mantenimiento del genoma viral (Figura 13 y 14) [11].

Amplificacion del genoma

La etapa productiva del ciclo viral ocurre en las capas epiteliales media y superior [2], de

manera que conforme las células infectadas migran hacia capas superficiales y contindan
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su programa de diferenciacion, el numero de copias del DNA viral y la expresion de los
genes virales aumentan [1, 12, 106]. Durante esta etapa, hay un cambio hacia la
amplificacion a gran escala de DNA viral [1, 163] debido a la activacién del promotor
dependiente de diferenciacion (p670) [164, 165]. Una vez que la replicacion viral en altos
niveles ha terminado, la concentraciéon de la proteina E2 aumenta, reprimiendo la
expresion de E6 y E7 para continuar con el proceso de diferenciacion de la célula y la
eventual generacion de viriones [166]. Ademas, el inicio de la amplificacion del genoma
viral a gran escala coincide con el inicio de la expresién de E4, que marca el comienzo de

los eventos para la produccion de viriones (Figura 13 y 14) [159].

Etapa del ciclo de Expresion de
vida del HPV proteina viral

Ensamblado y == ;,.‘; =~ -:,.’e:.\". LA .:..\7
liberacién del virién voaile .&%fﬁ.gg’&;& v
Sintesis de proteina ' '
de la cdpside
2 . - .

Amplificacion
del genoma

Diferenciaciéon de
queratinocitos

Infeccion inicial
y persistencia

(mantenimiento
del genoma)

Figura 14. Organizacion del ciclo infeccioso de HPV dentro del epitelio. Las diferentes etapas
del ciclo viral asociadas a la diferenciacion celular se muestran a la izquierda. EIl momento de la
expresion y los niveles de proteina asociados se resumen a la derecha. EI mantenimiento y
amplificacion del genoma viral se ve facilitado por la expresion de E6, E7, E5, E1 y E2, mientras
gue la expresion de L1 y L2 permite la formacion de viriones infecciosos y E4 su liberacién.
Modificado de [1].

Produccion de viriones

En la infeccién viral productiva, E4 es la Unica proteina temprana que persiste hasta la

superficie epitelial (Figura 14, 15 y 16) [2]. Los eventos de produccion de viriones
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comienzan tras la finalizacién de los eventos tempranos del ciclo viral, aunque pueden
superponerse en una region tan delgada como de una capa celular [2]. Tras una mayor
diferenciacion, las proteinas de la capside L1 y L2 se expresan en las capas superiores
del epitelio [16], permitiendo el ensamblaje de viriones infecciosos [2]. La expresiéon de E4
precede a la expresion de L2, que a su vez, parece preceder ligeramente a la expresién
de L1 [167]. L1 y L2 se expresan en el citoplasma de las células terminalmente
diferenciadas cerca de la superficie del epitelio antes de ubicarse en el nlcleo [2, 168],
donde se ensamblan los viriones [169]. Estas proteinas se polimerizan en una capside
icosaédrica que empaca una copia del dsDNA (del inglés double-stranded
Deoxyrribonucleic Acid) circular viral asociada con histonas del hospedero [1, 170] (hasta
ahora, aun se desconoce si la encapsidacién del genoma viral tiene lugar durante o
después del ensamblaje de la capside [171, 172]). Durante su formacion, las capsides de
HPV requieren maduracién por formacion de enlaces disulfuro intermoleculares en L1 en
el nacleo de la célula [1]. Los viriones maduros son liberados por el proceso de
descamacion del epitelio al terminar la diferenciacién de los queratinocitos [11, 152, 173],
y su presencia en la superficie de las areas infectadas permite la transmisién por contacto

entre piel y mucosas durante el acto sexual, completando asi el ciclo viral [106].

HPV16/PCNA HPV16/E4

Figura 15. Cortes de lesiones en mucosa causadas por HPV-16 tefiidas con anticuerpos.
Tincion con anti-E4 (verde), anti-PCNA (rojo) y con DAPI (azul, para visualizar los nicleos
celulares) (20x). Imagen fusionada a la izquierda (HPV16/m) [2]. Los marcadores subrogados de la
expresion de E7 (PCNA rojo) generalmente persisten en las capas epiteliales superiores, pero se
pierden después de la expresion de E4 (verde). E4 rara vez se detecta en las capas epiteliales
inferiores. Las células que expresan tanto E4 como PCNA se indican mediante flechas. La linea
discontinua indica la posicién de las capas basales.
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-~ HPV16/E4+DNA

Figura 16. Corte de una lesién en mucosa causada por HPV-16. Se muestra el DNA viral
amplificado (rojo, anti-PCNA) y la expresion de E4 (verde, anti-E4) (10x) [2]. El inicio de la
amplificacién activa del genoma viral coincide con el inicio de expresion de E4 en una banda de
células en las capas epiteliales media y superior. La linea discontinua indica la posicion de la capa
basal.

3.2.2 Estructura y funciones de las proteinas y de la LCR de los HPV oncogénicos

A continuacion, se describe la estructura y funciones de las proteinas y la LCR de los HPV
de alto riesgo en el orden de expresion en el ciclo viral, con un enfoque marcado para

HPV-16, el genotipo mas relevante para el OPC HPV+.

LCR

Todos los HPV tienen una regién no codificante entre los ORF de L1 y E6 denominada
LCR [1]. La LCR del HPV-16 (aproximadamente 1 kb de longitud [16]) consiste en un
arreglo de sitios de union para factores de transcripcién, que incluye cuatro sitios de union
para E2, un sitio de union para E1 (el origen de replicacién u ori), maltiples sitios de union
para al menos 12 factores de transcripcién celular y una secuencia promotora para los
genes E [174, 175]. Dos de los 4 sitios de union de E2 dividen a la LCR en 3 regiones
funcionalmente distintas denominadas segmento 5', segmento central y segmento 3'
(Figura 17) [176]. El segmento 5' contiene la sefal de terminacién de la transcripcién y un
sitio de poliadenilacion para mRNAs tardios (pAL), el segmento central contiene el
enhancer especifico de epitelio que contiene la mayoria de los sitios de uniéon para
factores de transcripcion del tejido y el segmento 3' contiene el origen de la replicacion
(ori) y el promotor para E6 y E7, p97 (Figura 17) [176].
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Figura 17. Diagrama de la LCR de HPV-16. Se indican los segmentos 5', central y 3. LCR
contiene sitios de unién para varios factores de transcripcion viral y celular que activan o reprimen
el promotor p97, algunos de los cuales se denotan en la imagen mediante la abreviatura utilizada
en el texto, con la excepcion de TEF-1, que se denota TF1. Modificado de [176].

Ademas de proporcionar especificidad de tejido, el segmento central de la LCR de
HPV-16 participa en la modulacion de la expresion génica viral en respuesta al estado
fisiologico y de diferenciacion del queratinocito gracias a la union de diversos factores de
transcripcion celular al enhancer [176, 177]. Hay mas de 20 sitios en el enhancer del HPV-
16 a los cuales se unen factores como AP-1 (siglas en inglés de Activator Protein 1),
C/EBP (del inglés CCAAT/enhancer Binding Proteins), receptor de glucocorticoides,
receptor de progesterona, NF1 (siglas en inglés de Neurofibromin 1), NF-IL6 (siglas en
inglés de Nuclear Factor Interleukin-6), NF-kB (siglas en inglés de Transcription Nuclear
Factor kappa B), Octl (siglas en inglés de Organic Cation Transporter 1), PEF-1 (siglas en
inglés de Penta-EF-hand domain containing 1), CDP (siglas en inglés de CCAAT-
displacement protein) , TEF-1 (TEF siglas en inglés de Transcription Enhacer Factor),
TEF-2, YY1 (represor transcripcional), TFIID (siglas en inglés de Transcription Factor 1ID)
y Sp1l (factor de transcripcion) [176, 177]. Dichos factores de transcripcién celular pueden
modular la accién de la LCR positivamente (ej. TFIID, Spl, AP-1, NF1, Octl, TEF-1,
receptores de esteroides) o negativamente (ej. YY1, NF-kB, C/EBP) [16, 174, 175].

Durante el ciclo viral productivo, las proteinas de HPV se expresan a partir de
transcritos policistrénicos (Figura 18). Los transcritos tempranos o E inician en p97 (en el
segmento 3’ de la LCR), cuya actividad estd modulada por la unién de factores de
transcripcion celulares y E2 [176], pero tras la diferenciacién de la célula hospedera, la

expresion génica tardia o L sucede a partir el promotor p670 que se encuentra en el ORF
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E7 (Figura 12) y cuya activacion implica el uso alternativo de sitios de splicing y de

secuencias de poliadenilacion [175].
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Figura 18. Esquema de algunos mRNAs policistronicos de p97 y p670 en HPV-16. Modificado
de [10].

E7

La fase productiva del ciclo viral se lleva a cabo en células diferenciadas. Estas células
han salido del ciclo celular, por lo que el HPV debe neutralizar los controles de vigilancia
gue se activan cuando la célula inicia la replicacion de DNA no programada [160]. Para
ello, HPV-16 tiene a E7, E5 y E6, que son oncoproteinas virales debido a su papel en la
estimulacion de la proliferacion y supervivencia celular asi como la modulacién de la

diferenciacion de queratinocitos [178].

E7 del HPV-16 es una fosfoproteina de 98 aminoacidos conformada por 3
dominios denominados Regiones Conservadas (CR del inglés Conserved Regions) 1, 2y
3 por su homologia estructural y funcional con las proteinas transformantes E1A de los
adenovirus y el antigeno T de los poliomavirus [179]. La region CR3 de E7 no posee una
extensa homologia con las proteinas mencionadas, pero CR1 si comparte una pequefia
porcion y CR2 comparte casi toda la secuencia [180, 181]. En HPV-16, CR1 abarca los
residuos 1-15 de E7 (Figura 19), siendo importante para la transformacién celular y la
degradacion de pRb sin contribuir directamente a su unién [158]. CR2 contiene los
residuos 16-38 y el motivo conservado Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE) que establece
interacciones de alta afinidad con pRb [181], contiene un sitio de reconocimiento para

cinasa de caseina 2 (CK2, del inglés Casein Kinase 2) y el sitio de unién para el complejo
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ciclina A-E2F [158, 179]. CR3 comprende los residuos 39-98 del extremo carboxilo, es un
dominio de unién a zinc compuesto por dos motivos CXXC separados por 29 aminoacidos
formando un dedo de zinc similar al de E6 por lo que se sugiere que ambas proteinas
surgieron de un antepasado comun [16, 181, 182]. Los 2 motivos CXXC son importantes
para la dimerizacion de E7 [183], aunque no hay evidencia de que E7 exista como un
dimero in vivo y/o que la dimerizacion sea necesaria para las actividades bioldgicas de la
proteina [158]. Esta region también contiene un sitio de union de pRb de baja afinidad
[184].

CR1 CR2 CR3
Importante para la Sitio de reconocimiento de CKII Disrupcion del complejo pRb/E2F
degradacion de pRb | Unidn a pRb mediante el motivo LXCXE Importante para la dimerizacién de E7

Sitio de unioén para el complejo ciclina A-E2F | Dominio de unién a zinc (dos motivos CXXC)
Contiene un sitio de union de pRb de baja afinidad

Figura 19. Esquema que resume la estructura de HPV-16 E7 y las funciones descritas para
sus CR. Katia Jacome, Powerpoint, 2021, construida con la informacion de las fuentes: [158, 179-
184].

El peso molecular de E7 se ha reportado entre 14 y 21 kDa, diferencias que se
han explicado parcialmente por la carga negativa de la proteina en el extremo amino y
posiblemente por una modificacion postraduccional no identificada durante el
procesamiento y transito de la proteina a través de los diferentes compartimentos
celulares que genera una isoforma diferente a la fosforilada [185]. E7 del HPV-16 se
encuentra principalmente en el citoplasma [186], posee dos secuencias de localizacion
nuclear o NLS (siglas en inglés de Nuclear Localization Signal) y una de exportacion
nuclear o NES (siglas en inglés de Nuclear Export Signal) para desplazarse entre el
citoplasma y el nucleo [187] y también se transporta al nucleo por una via dependiente de
Ran no clasica que no involucra los principales receptores de importacion Kap 3
citosdlicos [188]. Las concentraciones de E7 son bajas dentro de la célula infectada
porque su vida media es <2 h [189] y se ubiquitina en el extremo N-terminal para su

degradacién por el proteasoma [190].

E7 perturba el vinculo entre la diferenciaciéon celular y la proliferacién en el epitelio
normal, lo que permite que el virus se replique en células en proceso de diferenciacion

[152, 159]. La proteina E7 interactia con una amplia gama de proteinas celulares con

35



funciones reguladoras del ciclo celular o que son factores de transcripcion con el fin de

inducir inhibicién de la diferenciacion celular, progresién del ciclo de G1 a S e inestabilidad

cromosomica [16, 191].

a) Papel de E7 en la proliferacion y diferenciacion celular por la interaccién con

proteinas requladoras del ciclo celular [152].

pRb. E7 interactla y neutraliza las funciones de pRb, p107 y p130 que son
proteinas de bolsillo (del inglés pocket proteins) que controlan el ciclo
celular regulando negativamente por asociacion directa la actividad de
varios factores de transcripcion, como los miembros de la familia E2F [192].
E7 desregula el ciclo celular principalmente uniéndose y promoviendo la
degradacion de la proteina supresora de tumores pRb, un regulador
negativo del ciclo celular en la transicion de la fase G1 a S [190, 193]. En
las células quiescentes, pRb esta hipofosforilada y forma un complejo con
E2F (pRb/E2F), manteniéndolo secuestrado durante la fase G1 del ciclo
celular [193]. Este factor de transcripcion consiste en una subunidad E2F
unida a un miembro de la familia DP [194] y es reprimido por pRB, p107y
p130: la unién de éstas enmascara el dominio de activacién transcripcional
de los complejos E2F/DP y los convierte en represores transcripcionales
que restringen la entrada de la fase S [195]. Los factores de transcripcion
E2F controlan la expresion de la DNA polimerasa a, enzimas de la
biosintesis de nucleétidos (deshidrofolato reductasa y la cinasa de
timidina), y la ciclina E, un activador de CDK2 (CDK, del inglés Cyclin
Dependent Kinase) [152]. En células normales, la actividad de E2F esta
regulada por la fosforilacién de pRb dependiente de ciclina/CDK [152] a lo
largo del ciclo celular: cuando las células quiescentes reciben sefiales
mitogénicas, se expresan las ciclinas de tipo D especificas de G1 (D1, D2y
D3) que activan a las cinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (CDK4 y CDKS,
respectivamente) que fosforilan pRb a la mitad de G1. Esto provoca la
liberacion de E2F y la expresion de proteinas esenciales para la progresion

del ciclo celular [192].

E7 es capaz de unirse al complejo E2F-pRb y desestabilizarlo,

liberando a E2F de manera anticipada y promoviendo la degradacién de
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pRb [152]. La inactivacion de pRb induce la activacidn constitutiva del factor
de transcripcién E2F, conduciendo a una progresion prematura de la célula
a fase S (Figura 20) [152, 193, 196]. El mecanismo por el cual la proteina
E7 induce la degradacion de pRb adn no ha sido completamente
dilucidado, pero se sabe que esta mediado por la calpaina, una proteasa de
cisteinas activada por calcio que es reclutada por E7 para hacer un corte a
pRb para su posterior degradacién [196, 197]. Se ha descrito que E7 es
capaz de inducir el marcaje atipico con ubiquitina de proteinas de bolsillo
relacionadas con pRb como pl107, p130 y p600 [152, 198, 199] por medio
de la culina 2 (proteina que forma parte del complejo ubiquitina-ligasa), lo
gue conduce a su degradacion por el proteasoma 26S, ya que E7 también

interacciona con la subunidad 4 del mismo [152, 200].

La activacion de CDK4 y CDK®6 esta regulada, ya que representa un
evento clave para la entrada al ciclo celular por la fosforilacién de pRb. Las
proteinas pl16, pl5, pl8 y p19 inhiben a CDK4 y CDK6 para promover la
hipofoforilacion de pRb, el secuestro de E2F y el arresto en G1 [201, 202].
Sin embargo, la interaccion de E7 del HPV-16 con pRb libera a E2F en
ausencia de complejos CDK4 y CDKG6 activos, por lo que las altas
concentraciones de p16 no logran detener el avance del ciclo celular [192].
Debido a los mecanismos de retroalimentacién entre pRb y pl6, la
sobreexpresion de pl6 es evidente al analizarla por inmunohistoquimica
cuando existe la inactivacion de pRb por E7, sirviendo como un marcador

subrogado de esta proteina viral [193].

CDK2. La activacién prematura de E2F por E7 lleva a la expresion de
proteinas necesarias para entrar a la fase S, tales como CDK2 y las ciclinas
A y E, proteinas que regulan la transicion entre distintas fases del ciclo
celular [196]. Asimismo, E7 puede asociarse y mantener activos a los
complejos ciclina A/ICDK2 y ciclina E/CDK2 [203] y puede promover el
aumento de las concentraciones de CDK2 por la inducciéon de la
transcripcién de cdc25A, una fosfatasa de tirosinas que remueve los grupos
fosfato que inhiben a CDK2 (Figura 20) [204]. Esta activacién atipica de

CDK2 en células que expresan la proteina E7 del HPV-16 conduce a la
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induccién aberrante de centrosomas supernumerarios y la aneuploidia
[205].

p21 y p27. Por el contrario, E7 inactiva los inhibidores de cinasas
dependientes de ciclina (CKI, del inglés Cyclin Dependent Kinase Inhibitor)
p21ly p27, que juegan un papel importante en el acoplamiento del paro del
ciclo celular y la diferenciacion en los queratinocitos al inhibir la accion de
CDK2 y promover el arresto de crecimiento celular (Figura 20) [16].

pl07, pl30 y p/CAF. La proteinas pl30 y pl07 usan un dominio
conservado para inhibir la actividad de CDK [206]. De esta forma, cuando
E7 inhibe a estas proteinas, CDK2 permanece activa (Figura 20) [152].
Aunado a esto, p107 disminuye la fosforilacion de histona H1 por reduccion
en la actividad de las cinasas [206] (los niveles de fosforilacién de la
histona H1 son bajos en la fase G1 e incrementan en Sy G2 [207]). Asi, E7
puede regular la transicion G2/M del ciclo celular al inhibir a p107, lo que
lleva a que la cinasa de la histona H1 esté activa participando en la
progresion del ciclo viral [199]. E7 también est& involucrada en la alteracion
de la diferenciacién celular, al respecto, el gen que codifica para pRb es
acetilado por los coactivadores p300 y p/CAF (factor asociado a p300) para
participar en la diferenciacién celular de manera independiente de su
actividad con E2F [196]. Se sabe que la proteina E7 interactla con p/CAF y
reduce su actividad de acetiltransferasa para reducir la expresion de pRb lo

que altera la diferenciacion de la célula del hospedero [196, 208].

38



L -
.
[ @ ] @

Genoma celular 1
AN R ‘ pl6 ‘ f |
WPT T @=b
| !

Degradacion

| oHrR
| I
| K e STV

! EE -G

— (o]

G1l»s

Figura 20. Esquema que resume el papel de la proteina E7 en la alteracion del ciclo celular.
La proteina E7 inhibe la formacién de complejos entre pRb y E2F y participa en la disociacion de
los ya formados para activar la transcripcion de genes que promueven el inicio de la fase S del
ciclo celular, tales como la deshidrofolato reductasa (DHFR, del inglés Dihydrofolate Reductase), la
cinasa de timidina (TK, del inglés Thymidine Kinase), la DNA polimerasa a (DNA pola), cdc25A,
ciclina Ay E. E7 también disocia los complejos formados por los represores p21, p27, p107 y p130
para evitar la inhibicion de las cinasas activadas y fomentar la progresion de la célula hacia la fase
S. Hiram Moreno, Powerpoint, 2021, construida con la informacién de las fuentes: [16, 152, 190-
208].

e TGF-B. El factor de crecimiento transformante B (TGF-B, del inglés
Transforming Growth Factor beta) es una citocina que restringe el
crecimiento de las células epiteliales, sin embargo, E7 de los HPVs de alto
riesgo puede inhibir su funcién por diversas vias, por ejemplo, reprimiendo
el promotor de la citocina al liberar E2F de pRb [209], promoviendo la
resistencia al TGF-f3 extracelular posiblemente por la inactivacion de p21y
p27 [210], o por influir en las proteinas de bolsillo pRB, p107 y p130 que
auxilian a p15, una CKI inducida por TGF-B que es especifica de CDK4 y
CDK®6 [211].

e a-glucosidasa. E7 interactia y activa alostéricamente a la a-glucosidasa

[212], llevando al agotamiento de las reservas de glucdgeno intracelular
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ocasionando la hiperproliferacion celular. El agotamiento de las reservas de
glucoégeno también puede ser el resultado de los requerimientos de energia

de células que proliferan rdpidamente [152].

e AP-1y c-Myc. E7 interactia a través de su dominio tipo dedo de zinc con
los factores de transcripcion AP-1 (c-Jun, JunB, JunD y c-Fos) y c-Myc,
cruciales en la sefializacién mitogénica y de diferenciacion celular [158]. Al
respecto, se ha reportado que E7 del HPV-18 aumenta las concentraciones
de c-Myc y se une a éste para aumentar su capacidad de transactivacion
[205].

b) Evasién de la respuesta inmune al interferir con distintas vias de sefalizacion.

e TNFa. El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, del inglés Tumor Necrosis
Factor alpha) producido por las células T citotéxicas induce el arresto en
G1 y promueve la diferenciacion en células normales [213], sin embargo,
los queratinocitos que expresan E7 proliferan en presencia de esta citocina
al parecer por la inactivacion de las proteinas de bolsillo [213, 214].

e TAPLl. E7 genera la regulacion negativa de TAP1 (siglas en inglés de
Transporter Associated with Antigen Processing 1), una proteina clave para
el transporte de péptidos desde el citosol al reticulo endoplasmatico,
reduciendo la presentacion de antigenos por MHC | (siglas en inglés de
Major Histocompatibility Complex), afectando la respuesta de las células T

citotéxicas [215].

¢ IFN. Los interferones (IFN) son citocinas citostaticas que se producen en
respuesta a infecciones virales. E7 puede interactuar con p48, el
componente de union al DNA de ISGF-3 (siglas en inglés de Interferon
Stimulated Gene Factor 3) y prevenir su translocacién nuclear tras la
estimulaciéon con IFN-a [216], comprometiendo la sefializacion por esta
citocina. Ademas, E7 también puede inactivar al factor de transcripcion
IRF1 (IRF, del inglés Interferon Regulatory Factor) inducido por IFN-y que a
su vez puede regular la expresion de IFN-B [217]. Secuencias en los

dominios de homologia amino terminal CR1 y CR2 y en el carboxilo
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terminal de E7 que pueden interactuar con la histona desacetilasa Mi2f3, el
factor de transcripcion MPP2 (siglas en inglés de M Phase Phosphoprotein
2) y AP-1, contribuyen a la anulacién de la actividad transcripcional de IRF1
[152, 217].

e TGF-B. El TGF-B es una citocina que regula la proliferacion celular, la
diferenciacién y la apoptosis, pero la proteina E7 de HPVs oncogénicos
reprime el promotor de TGF de la célula al liberar E2F de pRb [209]. Se ha
observado la pérdida de la expresion del receptor 1 de TGF-B y el fenotipo
de resistencia a TGF-B [152], posiblemente por la inhibicibn de las

proteinas de bolsillo [158].

c) Inestabilidad cromosémica. Antes de la aparicion de alteraciones cromosémicas, la

expresion transitoria de E7 en queratinocitos humanos produce anormalidades
numéricas del centrosoma, debido a una mayor sintesis de centriolos [218]. El
desarrollo de dichas anormalidades y la inestabilidad gendmica resultante se
asocian a la funcion mutagénica de E7 de HPVs de alto riesgo [152], posiblemente
porque su asociacion con la tubulina-y altera su ensamblaje en los centrosomas
[191]. Aln se desconoce si el desacoplamiento de la duplicacidon del centrosoma y
la division celular tienen un impacto positivo en la replicacién viral o si representan

un dafio celular secundario debido a este proceso [152].

E6

El gen E6 de HPV-16 codifica para una proteina de 151 aminoacidos con un peso
molecular calculado de 18 kDa [16]. Posee 2 dominios de unién a zinc (dedos de zinc)
altamente conservados [219] con un motivo Cys-X-X-Cys cada uno, caracterizados por
estructuras secundarias apap separadas por 30 residuos [16] y cuya integridad es
esencial para la funcién de E6 [178, 219]. Ademas, el dominio de unién a zinc en el
extremo amino terminal contiene una regién de dimerizacion [178] (se muestra en plrpura
en la Figura 21). Ambos dominios de unién a zinc estdn conectados por una hélice
formando una cavidad con la que E6 puede unirse al motivo LXXLL compuesto de hélices
ricas en leucina y que se encuentra en distintas proteinas celulares [219]. Este motivo

también se ha descrito como “motivo Lxx@Lsh”, donde xx es un dipéptido y uno de los
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residuos es Asp, Glu, Asn o GIn; ¢ es un residuo hidrofébico; s es un aminoacido pequefio
y h un aminoacido capaz de crear puentes de hidrégeno [1, 4, 219]. E6 es inestable in
vivo si no estd unido a un péptido LXXLL adecuado, por lo que se cree que las
interacciones LXXLL-E6 hacen que E6 adopte su conformacion final [178]. Una de las
proteinas mas importantes unidas por E6 mediante este motivo es la proteina asociada a
E6 o E6GAP (del inglés E6 Associated Protein). Este complejo se une a una proteina
supresora de tumores muy importante llamada p53, estimulando su ubiquitinacion y

degradacion por el proteasoma [178].

Figura 21. Modelo de listones de E6 del HPV-16. El motivo LXXLL de E6AP (color salmoén)
reside en un bolsillo profundo. Se observa la hélice de conexion entre dominios (amarilla), el
extremo N-terminal (verde), C-terminal (azul) y el dominio de dimerizacién (purpura, en la UGltima
imagen) [178].

Todas las proteinas E6 de HPVs de alto riesgo poseen un dominio C-terminal
altamente conservado (Figura 21) que no esté involucrado en la unién y degradacion de
p53, pero que contribuye a su actividad transformante [178]. Esta regidon contiene una
secuencia de aproximadamente 8 residuos designada XT/SXV encargada de la
interaccién de E6 con proteinas que contienen dominio PDZ [178, 220]. La integridad de
este motivo es esencial, ya que la variacion de 1 aminoéacido tiene un efecto importante
sobre las propiedades de E6 para degradar proteinas celulares [221]. Los dominios PDZ
son motivos de 80-90 aminoacidos presentes en una gran variedad de proteinas
involucradas en la agrupaciéon de canales i6nicos, en enzimas de sefializacion y en
moléculas de adhesion a estructuras especificas en la interfaz membrana-citoesqueleto
[160]. E6 se une de manera especifica a ciertos dominios PDZ [160] gracias a un motivo
a-helicoidal llamado caja L2G. Este motivo se encuentra en E6AP (en la enzima y el
sustrato) [178, 222],llevando a la degradacién de la proteina unida (por ejemplo p53) por

E6AP y proteasoma, incluso induciendo la autoubiquitinacién de E6AP [16, 160, 178]. De
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hecho, la degradacion mediada por ubiquitina de las proteinas PDZ es hasta la fecha una
propiedad exclusiva de las proteinas E6 del HPV de alto riesgo (Figura 22) en
comparacion con las oncoproteinas de otros virus [160].
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Figura 22. Diagrama de algunas de las proteinas celulares con las que interacciona E6 de
HPV de alto riesgo. Modificado de [196].

En las células infectadas, E6 se localiza en el nicleo y citoplasma en bajas
cantidades, pero favorece la replicacion del HPV mediante la ubiquitinacién y degradacion
gradual de sus blancos celulares, dependiendo de la diferenciacion y su localizacion
celular [160, 196]. E6 puede encontrarse como proteina truncada en el extremo carboxilo
por la expresion de un subconjunto de transcritos empalmados llamados E6* [1] cuyo
numero depende del tipo de HPV (HPV-16 presenta 4 especies: E6* I-IV) [178]. E6*
consisten en la mitad del primer dominio de union a zinc de E6 y en una secuencia
variable y no conservada de aminoacidos que se unen a E6 y E6AP, pero no con el
motivo LXXLL, y se propone que regulan la resistencia de la célula infectada a la
apoptosis mediada por TNFa [16, 178, 223]. De esta forma, E6 tiene diversas funciones
para crear un entorno favorable para la replicacién viral, interfiriendo con la apoptosis,

diferenciacion y proliferaciéon celular [160].

a) Inhibicién de la apoptosis.

e p53. E6 tiene actividad antiapoptética por mediar la degradacion de p53 al

formar un complejo con E6AP [16]. p53 es un factor transcripcional cuya
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expresion se induce en condiciones de estrés celular (radiacion UV, hipoxia
e infecciones virales) para evitar la proliferacion de células que contienen
DNA anormal ya que estimula la expresion de genes involucrados en la
regulacion del ciclo celular, reparacion del DNA y apoptosis [160]. p53 limita
la replicacion viral, ya que, una vez activado por la induccién no
programada de la replicacién del DNA, puede promover el arresto del ciclo
celular en el punto de control G1/S o la apoptosis de la célula infectada
[224, 225]. La degradacion de p53 mediada por E6AP se observa sélo en
células que expresan la E6, ya que en células no infectadas esta proteina
se inactiva mediante la ligasa de ubiquitina Mdm2 (del inglés Murine Double
Minute 2) [160]. EGAP es producto del gen UBE3A y es el prototipo de la
familia de dominios HECT (del inglés Homologous to E6AP Carboxy-
Terminus) de ligasas de ubiquitina, cuyo dominio N-terminal media el
reconocimiento del sustrato, mientras que la ubiquitinacion del sustrato es
catalizada por el dominio conservado C-terminal [226]. Después de la unién
con EGAP, la estructura de E6 cambia y puede interactuar con p53 por una
region C-terminal (diferente del motivo de union a PDZ) que se une al
dominio de unién al DNA de p53 para formar el complejo E6-E6AP-p53 y
para comenzar su ubiquitinacion [178, 219-229]. Tras la degradacion de
p53, se evita la detencion del crecimiento y la apoptosis en respuesta al
dafio del DNA, extendiendo asi el tiempo de vida del queratinocito infectado
[160, 178, 196]. La funcion de p53 también es bloqueada cuando E6
promueve la degradacion de las acetiltransferasas de histona (HATs, del
inglés Histone Acetyltransferases) como TIP60, CBP (siglas en inglés de
CREB Binding Protein) y p300 [230], moléculas que ademas de permitir la
remodelacion cromosdémica, funcionan como co-activadores de p53 [178,
230].

Mecanismos antiapoptéticos independientes de p53. E6 también esta
implicada en la prevencidon de la apoptosis a través la degradacion de la
proteina pro-apoptotica Bak [178, 231], al cambiar la capacidad de union
de la procaspasa 8 a si misma o a FADD [178, 232] (aunque las isoformas
E6* pueden estabilizar a la procaspasa 8 en lugar de acelerar su

degradacion) [233] o por la transactivacion del promotor de la survivina [16,
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234]. Ademas, E6 promueve la activacion de NF-kB, ya sea por la
inactivacion de proteinas celulares con motivo PDZ, por la inactivacién de
la desubiquitinasa CYLD (desubiquitinasa de Lys 63) o por interaccién con
NFX1-91 (NFX1, siglas en inglés de Nuclear Transcription Factor, X-Box
Binding 1), resultando en el incremento del inhibidor de la apoptosis clAP2
[178, 235, 236]. E6 también es capaz de inhibir a IRF3, reprimiendo la
respuesta celular a interferén que a su vez es afectada por la inhibicién de
p53 y p300/CBP [178]. Asimismo, existe resistencia celular a la apoptosis
mediada por TNF en altas concentraciones de las isoformas de E6 (E6 y
E6*) [223] y también debido a que que no se detecta al virus por la
inhibicién de la transcripcion del TLR9 (TLR, del inglés Toll-like Receptor)
[16, 237]. Por otra parte, similar a otros virus, se evita la apoptosis al
generar resistencia al Ca%*en queratinocitos por la interaccion entre E6BP
(una proteina de unién a Ca?* de reticulo endoplasmico) y E6-E6GAP [238,
239].

b) Papel en la proliferacion vy diferenciacion celular.

El HPV desacopla la replicacion y la diferenciacion celular para la fase productiva
del ciclo viral. Al respecto, E6 altera la integridad de las uniones celulares que son
necesarias para mantener la morfologia, la proliferacién y la migracion de
queratinocitos bajo control [160] mediante la interaccion y degradacion de las
proteinas con dominio PDZ localizadas en las uniones célula-célula y célula-matriz
extracelular, tales como MAGI-1 [221], hDIg [240] y hScrib [241]. La paxillina,
presente en adherencias focales también se une a E6, pero a través de su motivo
LXXLL [160, 242]. Asimismo, la diferenciacion epitelial responde a la sefializaciéon
mediada por Ca?*, por lo que E6BP también desacopla la diferenciacion terminal
en las células infectadas [160]. E6 también promueve la proliferacién celular al
degradar a NHERF-1 (siglas en inglés de Sodium-Hydrogen Exchanger Regulatory
Factor 1), lo que lleva a la activacion de la via de sefializacion PI3K/AKT [16, 243],
al incrementar la actividad de la via de sefializacion de MAPK (siglas en inglés de
Mitogen-Activated Protein Kinase) [16, 244]y al promover la degradacién de MAGI-
2y -3 (siglas en inglés de Membrane Associated Guanylate Kinase), lo que resulta

en la activacion de PKB (siglas en inglés de Protein Kinase B) [16, 160, 221].
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¢) Inestabilidad cromosémica.

Se ha observado la acumulacion de anormalidades del centrosoma (nimeros
anormales de centrosomas y multinucleizacién) a lo largo del tiempo en células

gue expresan E6 [245].

d) Actividades secundarias.

E6 entorpece la reparacion del DNA, activa el gen inductor de angiogénesis VEGF
(siglas en inglés de Vascular Endothelial Cell Growth Factor) y de la telomerasa
celular. Estas funciones se revisaran en el capitulo 3.3 ya que estan implicadas en
el proceso de transformacion celular pero no son indispensables para completar la

infeccion productiva de HPV-16.

Cooperacién de E6y E7

Las oncoproteinas E6 y E7 de HPV de alto riesgo cooperan y usurpan el entorno celular
para permitir la replicacién viral en queratinocitos no permisivos para la sintesis de DNA
[159]. E7 subvierte los puntos de control que acoplan la diferenciacion y replicacién al
inactivar las proteinas de bolsillo, lo que permite el acceso del genoma viral a la
magquinaria de replicacion del hospedero [152]. La respuesta de la célula a esta
proliferacién no programada seria desencadenar la apoptosis o el arresto celular, pero
estos mecanismos son superados por la proteina E6 mediante su efecto sobre una

variedad de proteinas celulares, principalmente p53 (Figura 23) [160].
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Figura 23. Resumen de la cooperacion de E6 y E7 en la alteracion del ciclo celular. Ante el
avance no programado a fase S por E7, la proteina E6 bloguea la respuesta celular para inducir
arresto celular y/o apoptosis, principalmente por p53 (sombreado en gris). Hiram Moreno,
Powerpoint, 2021, construida con la informacion de las fuentes: [16, 152, 160, 178, 190-208, 229,
246].

La expresion de E6/E7 altera significativamente la expresion de genes, con un
aumento significativo en la transcripcién de aquellos asociados con el metabolismo del
DNA y el RNA, especialmente factores de transcripcion, factores de splicing y elementos
de replicacién [16, 246]. La expresion de E7 promueve la proliferacion celular al liberar
E2F por la degradacién de pRb [152], evento que lleva a la regulaciéon positiva y
estabilizacién de p53 [178]. Por otra parte, E6 induce la degradacién de p53 [229],
inhibiendo el paro del ciclo celular y la apoptosis (Figura 23) [16, 178]. De esta forma, la
pérdida de E6 del HPV-16 permite la acumulacion de p53 y disminuye la presencia del
genoma viral en células infectas [178, 247]. La falta de control en el ciclo celular y de
mecanismos de respuesta a dafio del DNA conducen a la inestabilidad del genoma en la
célula hospedera [246] que pueden provocar problemas en la continuacion y conclusion
del ciclo viral, para evitar esto, la actividad del promotor de E6/E7 (p97) esta intensamente

modulada por factores de transcripcion celular y la proteina viral E2 [248].
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E2

La proteina E2 es el regulador principal de la transcripcién viral y contribuye al control del
numero de copias de genoma viral en las células basales indiferenciadas al modular la

expresion de las proteinas de replicacion viral [175, 249].

pAL p97
D> | . B
| [&] N ]
S T
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Figura 24. Esquema de los sitios de unién de E2 y E1 en el LCR de HPV-16. Sitios para E2 en
azul claroy para E1 en azul oscuro (ori). Se indica el sitio de unién de Sp1 como “S” y lacaja TATA
como “T”. Modificado de [250].

Los HPV de alto riesgo contienen cuatro sitios de unién para la proteina E2 rio
arriba de p97 en la LCR (Figura 24) [250]. Ahi, E2 se une como un homodimero a sus
sitios de reconocimiento palindromico (ACCNeGGT 0 ACCGN4+CGGT) [250] reprimiendo o
activando la expresién de E6 y E7, dependiendo del nimero y disposicion de los sitios de
unién, de la afinidad relativa de E2 por cada uno de ellos y del nivel de expresién de esta
proteina [175-177]. La union de E2 a sitios distales a p97 estimula la transcripcion
temprana viral a bajo nivel, mientras que la union a los sitios proximales del promotor la
inhibe [248] ya que evita la unién de Spl y el factor de unién de caja TATA (TBP, del
inglés Tata-box Binding Protein) a sus sitios respectivos (Fig 16 y 23) [251]. También se
ha demostrado que los factores de transcripcién celular CEF-1 y CEF-2 se unen
estrechamente al sitio de E2 1 y 3, respectivamente (Figura 24) y aumentan la
transcripcion de los genes E6 y E7 en ausencia de E2 [177]. Las proteinas E2 tienen
aproximadamente 400-500 aminod&cidos y consisten en un dominio de dimerizacién y de
unién a DNA en el extremo C-terminal de aproximadamente 100 aminoacidos y un
dominio de transactivacion N-terminal de aproximadamente 200 amino&cidos con una
estructura muy restringida que se altera facilmente por deleciébn y por mutaciones
puntuales no conservativas [250, 252]. La region intermedia se denomina bisagra y varia
en longitud y en composicidn entre las proteinas E2 [250]. En HPV-16 la bisagra es una

regibn no estructurada que no se requiere para las funciones de transcripcién y
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replicacién de E2, pero forma un enlace flexible entre los dos dominios que evita el

impedimento estérico (Figura 25) [252].

Figura 25. Modelo de listones de E2 de HPV-16. (A) Dominio de dimerizacién y unién a DNA
(residuos: 285-365) en homodimero con union a DNA [253]. (B) Dominio de transactivacion
(residuos: 1-201) en homodimero. La bisagrano se muestra [254].

Ademas de la regulacioén transcripcional, E2 desempefia multiples funciones clave

en el ciclo viral, tales como [250]:

a) Papel en el inicio de la replicacidn viral.

E2 dimérica es esencial para la replicacion del DNA viral in vivo al formar con E1
dimérico un complejo que posee una mayor especificidad por el origen de
replicacién del genoma viral [255]. Los dos dominios de E2 estan involucrados en
dirigir a E1 al origen y evitar su interaccion con el DNA celular: el C-terminal es Uutil
para la dimerizacion y unién al ori mientras que el dominio N-terminal de
transactivacion se une a E1 (Figura 26) [256]. Tras la unién de E1 al DNA y en

presencia de ATP, E1 se hexameriza y E2 es desplazada [257].
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Figura 26. Mitad de un complejo E1 y E2 de HPV-18. Se muestra el dominio N-terminal de E2
(verde) y dominio C-terminal de E1 (azul). Se resaltan los aminoacidos E39 (rojo) y R454 (naranja),
gue unen ambas proteinas [250].

b) Regulacion de la transcripcién viral.

E2 puede activar y reprimir la transcripcion viral; la expresion/acumulaciéon a alto
nivel de E2 lleva a una regulacién a la baja de p97 por lo que se reprime la
expresion de E6 y E7, finalizando la replicacién a gran escala del DNA viral [2].La
actividad de p97 en HPV-16 esta modulada por la interaccion de factores de
transcripcion celular y por la concentracion de E2, que lleva a la ocupacién variable
de sus 4 sitios de unién en LCR (Figura 24): la activacion se debe a la unién de E2
a un sitio de alta afinidad denominado BS-4 (sitio de union 4), mientras que la
represion estd mediada por la union de E2 a otros sitios de baja afinidad que se
superponen con sitios de unién de factores de transcripcion celulares que
promueven la actividad del promotor [248]. Cantidades bajas de E2 activan el
promotor al unirse a BS-4 como un dimero y generan mas proteinas tempranas
(E), incluida E2, que ocupa progresivamente los sitios E2 de baja afinidad BS-1, -2
y -3, conduciendo a la eventual represion de la transcripcion del promotor
temprano. Dicha represion no es total, sino que la transcripcion se mantiene activa
en un cierto nivel debido a la union de E2 a BS-4 [248]. Al inhibir la transcripcion de
E6 y E7, E2 provoca arresto celular en la fase G2 para promover la diferenciacion
de los queratinocitos, evento que se requiere para la expresion génica tardia y la
generacion de viriones. Ademas, se ha observado que la expresion de E2 también

puede inducir apoptosis en los queratinocitos infectados [258-260].
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c) Reparticion del genoma viral.

E2 juega un papel clave en el mantenimiento del genoma viral al garantizar que los
episomas se dividan entre las células hijas durante la mitosis por la unién no
covalente de los genomas virales replicados a los cromosomas del hospedero [1,
261]. Cabe mencionar que el dominio de unién al DNA de E2 no es necesario para
su asociacion con los cromosomas mitéticos, por lo que se ha sugerido que existe

una proteina celular que media esta interaccion [261, 262].

El

E1l esta codificada por el ORF mas grande conservado del genoma de los PV [1]. E1 de
HPV-16 contiene aproximadamente 600 aminoacidos y se puede dividir en tres
segmentos funcionales (Figura 27 y 28): una regién N-terminal reguladora y de transporte
nuclear, un dominio central de unién al DNA (DBD, del inglés DNA-Binding Domain) que
reconoce con baja afinidad a sitios especificos en el ori y un dominio enzimatico C-
terminal para el autoensamblaje en hexdmeros con actividad de ATPasa y helicasa (HD,
del inglés Helicase Domain) [256, 263-265]. Los dominios DBD y HD son suficientes para
la replicacion del DNA viral in vitro y forman el nicleo molecular que impulsa la replicacion
del DNA viral (Figura 29) [266].

Regulacién in vivo Replicacién de ADN in vitro
|
I A}
. [N, ATPasa &
7 RERH PRE
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T
Helicasa
[ y
Dimerizacion de Desenrollado (unién no especifica de ADN)
unién al origen Oligomerizacion

Figura 27. Diagrama de la estructura lineal de la proteina BPV1 E1 y sus dominios. Laregion
reguladora N-terminal se muestra en morado claro (esencial para la replicacion optima in vivo)
mientras que los dominios requeridos para la replicacion del DNA viral in vitro se muestran en
morado oscuro. El diagrama sefiala la ubicacion de la NLS, el DBD, el dominio de oligomerizacion
(O) y el dominio de union a ATP (ATPase). Las Ultimas dos regiones comprenden el HD. La parte
inferior de la figura resume las funciones principales de DBD (unién al ori y dimerizaciéon de E1) y
HD (oligomerizaciény relajacion del DNA). Modificado de [256].
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Figura 28. Estructura del DBD de BPV1 E1. (A) Se sefiala la ubicacién del bucle de unién al DNA
(rosa), la hélice de unién al DNA (hélice a4, amarilla) y la hélice de dimerizacion (hélice a3, verde).
Se requiere la capacidad del DBD para unirse al DNA como dimero para el ensamblaje de E1
como un doble hexamero competente en replicaciéon en el ori. (B) Estructura de dos dimeros DBD
E1 BPV1 unidos al DNA. Los dos dimeros DBD estan unidos en caras separadas de la doble hélice
y no interactdan entre si. Modificado de [256].

Sitios de unién a ATP

Oligomerizacién \

Figura 29. Estructura del HD hexamérico unido a ADP de BPV1 El. Los seis monémeros E1
estan coloreados en morado y verde de forma alterna y ADP se muestra enrojo. (A) La vista frontal
muestra como se ensamblan los seis mondmeros para crear un canal central. (B) La vista lateral
muestra el anillo formado por los seis dominios de oligomerizacion y el subdominio mas grande
formado por el sitio de uniéon a ATP. (C) Las seis horquillas B de unién al DNA se resaltan en
diferentes colores. Modificado de [256, 267].

E1l es la Unica enzima codificada por HPV, es una helicasa de DNA y una
hidrolasa de ATP esencial para la replicacién y amplificacién del cromosoma viral en el
ndcleo de las células infectadas [256, 267], que proporcionan los demas factores de
replicacion requeridos [268]. La proteina E1 inicia la sintesis de DNA viral desde el ori,
pero tiene una afinidad relativamente baja y una baja especificidad de secuencia [256,
264]. Como resultado, altas concentraciones de E1 pueden unirse al DNA
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inespecificamente e iniciar la replicacion fuera del ori [269, 270], sin embargo, su
reclutamiento se facilita mediante la unién a E2 [255]. Ademas de su papel en la iniciacién
de la replicacion, E1 también se requiere in vitro para desenrollar el DNA viral y desplazar
las histonas H1 asociadas [256, 268].

La replicacién se inicia mediante el reclutamiento de E1 dimérico por E2 dimérico
en el ori (Figura 30 A) [257]. Este complejo inicia el reclutamiento de moléculas E1
adicionales y el ensamblaje del intermediario E1 en doble trimero (DT) que, tras la
hidrolisis de ATP, se convierte rapidamente en un doble hexamero, cada uno rodeando
una cadena de DNA. Este complejo desenrrolla el DNA y posiblemente es util para el
reclutamiento de factores de replicacidon ya que interactia con elementos de la maquinaria
de replicacién del DNA celular como el complejo de DNA polimerasa a-primasa (Pol a-
prim), proteina de replicacion A (RPA, del inglés Replication Protein A) y topoisomerasa |
(Topo ) (Figura 30 B) [256].
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Figura 30. Modelo de replicacion del HPV. (A) Esquema del inicio de la replicacion del DNA de
HPV. (B) Modelo propuesto para la horquilla de replicacion del DNA de HPV (solo se muestra uno
de los dos hexameros). La proteina E1 (en purpura) se muestra orientada con su dominio DBD
hacia el dsDNA desenrollado. Modificado de [256].
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ES

E5 es una proteina corta (40-85 aminoacidos), hidrofébica y transmembranal codificada
por algunos PV [271]. Ademas del caracter hidrofébico, no hay gran similitud entre las
diferentes proteinas E5 [1, 271]. En particular, la proteina E5 de HPV-16 contiene 83
residuos y tiene un peso molecular estimado en 10 kDa [271]. La proteina E5 presenta
tres hélices transmembranales y regiones hidrofilicas cortas en los extremos carboxilo y
amino [272, 273].En HPV-16, el extremo carboxilo de E5 es necesario para aumentar la
activacion dependiente de ligando del receptor con actividad de cinasa de tirosinas EGFR
(siglas en inglés de Epidermal Growth Factor Receptor) y para evitar la disminucién de pH
en endosomas [271]. Los tres dominios hidrofébicos sirven como segmentos de anclaje a
membranas [271], pero el primer dominio hidrofébico (N-terminal) es necesario para
inducir el crecimiento independiente de anclaje y la invasividad de los queratinocitos
humanos infectados [274], E5 de HPV-16 parece autoasociarse a través de interacciones
no covalentes entre sus dominios transmembranales [275] y posiblemente también a
través de enlaces disulfuro para formar estructuras hexaméricas en anillo que muestran

actividad de canal i6nico en liposomas (Figura 31) [271, 275].

J

Figura 31. Modelo de listones de un canal i6nico hexamérico generado por la proteina HPV-
16 E5 in vitro. (A) Vista lateral del canal hexamérico. Un monémero de E5 con tres segmentos
transmembranales se resalta en rojo (la membrana se representa mediante las lineas
horizontales). (B) Vista axial de las mismas representaciones [271].

E5 parece ser importante en el curso temprano de la infeccion por HPV [149] y se
localiza principalmente en las membranas del reticulo endoplasmatico, aunque en

expresiones altas también esta presente en las membranas del aparto de Golgi, en la
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membrana plasmatica y en la envoltura nuclear [271]. El rol de cooperacién que E5 tiene

con E6 y E7 para promover la transformacién celular [16] es evidente ya que modula la

actividad de diversas proteinas celulares, aunque es posible que en realidad tenga solo

uno o dos objetivos directos, que a su vez median numerosas interacciones indirectas

responsables de sus diversas actividades biolégicas [271]. La actividad de canal i6nico

recientemente descrita para HPV-16 E5 proporciona otro posible mecanismo de coémo E5

puede influir en mdltiples actividades biolégicas sin unirse directamente a numerosos

objetivos [271]. Las principales actividades de la proteina E5 de HPV-16 se describen a

continuacion:

a) Perturbacion del trafico de endosomas mediante 3 mecanismos.

Canal i6nico. E5 parece modular la acidificacion de los endosomas a

través de su actividad de canal i6nico [271].

V-ATPasa. E5 se une a la subunidad 16K de la V-ATPasa (ATP-asa
vacuolar), enzima responsable del mantenimiento de la acidificacion de los
organelos celulares [11, 271]. La union perjudica la funcién de la V-ATPasa,
lo que interfiere con la acidificacion de endosomas y resulta en un reciclaje
alterado de receptores y moléculas de MHC a la superficie celular, asi
como en la perturbacion de la comunicacion celular por uniones estrechas
[11, 271].

Reorganizacion del citoesqueleto. E5 puede inhibir la fusion de
vesiculas. Por ejemplo, E5 inhibe especificamente la fusiéon de vesiculas
endosémicas con EGFR, aumentando el reciclaje de este receptor a la
superficie celular, lo cual incrementa la sensibilidad de la célula a EGF
(siglas en inglés de de Epidermal Growth Factor) [271, 276].

b) Evasioén de la respuesta inmune mediante 3 mecanismos.

Disminucion de la presentacion de MHC-I en la superficie celular. E5
disminuye el reconocimiento de la célula infectada y/o tumoral por los
linfocitos T CD8+ y NK (siglas en inglés de Natural Killer) [277, 278] al
interactuar directamente con la cadena pesada (HC, del inglés Heavy

Chain) del complejo MHC-I, sin que esta interaccion sea especifica para un
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haplotipo particular [277, 279]. E5 también puede retener el MHC-I en el
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico al interferir con el transportador
asociado con el procesamiento de antigenos TAP [271, 279]. La calnexina,
una chaperona molecular involucrada en el transporte de MHC-I a la
superficie celular, también interactta con E5 y es necesaria para la
retencién intracelular de MHC-I [280]. Las interacciones descritas estan
mediadas por 4 motivos de di-leucina en el primer dominio hidrofébico de
E5 [279].

Alteracion de la maduracion de MHC-II. E5 bloquea la carga de péptidos
y el transporte de MHC-II a la superficie celular [271] ya que inhibe la
acidificaciéon de los endosomas tardios. Este efecto, bloquea el
procesamiento endosémico de la cadena invariante (li) de MHC-II, una
chaperona involucrada en la maduracidon de las moléculas de MHC-II que
requiere de degradacién endosomal para la carga del péptido antigénico en
las moléculas de MHC-II [271]. De esta forma, al interferir en la funcion del
MHC-Il, se evade el reconocimiento inmune de los queratinocitos
infectados [271, 281].

Promocién de la degradacién de CD1d. E5 inhibe la produccién de
citocinas mediada por CD1d, una molécula centinela que une la inmunidad
innata y adaptativa, ya que promueve su degradacién por via del

proteosoma [282].

c) Proliferacion celular por 3 mecanismos.

Alteracion de la comunicacion célula-célula. E5 disminuye la
fosforilacion de la conexina por la alteracién de la subunidad 16K de la V-
ATPasa, lo cual desacopla las uniones estrechas de los queratinocitos,
provocando una menor sensibilidad a las sefiales inhibidoras de

crecimiento de las células circundantes que no estan infectadas [271, 283].

Inhibicién de la apoptosis. E5 previene la apoptosis por dafio al DNA
mediante multiples mecanismos [149]. E5 protege de la apoptosis inducida
por la radiacion UV a través de la sefializacion dependiente de EGF de la
PI3K y ERK1/2 [284]. E5 también inhibe la apoptosis inducida por el
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peréxido de hidrogeno al estimular la ubiquitinacion y la degradacion
proteasdmica de la proteina pro-apoptdtica Bax a través de una via
dependiente de COX-2-PGE-2-proteina cinasa A [285]. Adicionalmente, E5
también protege de la apoptosis inducida por TRAIL (del inglés TNF-related
Apoptosis-Inducing Ligand) y FasL (del inglés Fas Ligand), posiblemente
cComo un mecanismo conjunto para escapar de la deteccién por el

sistema inmune [286].

Estimulacién de la proliferacién celular. La proteina E5 es considerada
la tercera oncoproteina del HPV ya que coopera con E6 y E7 para permitir
gue los queratinocitos diferenciados mantengan la sintesis de DNA (fase S)
y su capacidad proliferativa [271, 287]. Un mecanismo propuesto es el
aumento de la vida media de receptores de factores de crecimiento como el
EGFR [283] y aumento de su concentracién en la superficie celular,
llevando a la sensibilizacién al EGF y al aumento de sefiales mitogénicas
[16, 271, 283]. En el pasado, se sugiri6 que E5 aumentaba los niveles de
EGFR al acelerar el transporte del receptor desde los endosomas a la
superficie celular o al reducir su degradacion al inhibir la acidificacion
endosomal [288]. Sin embargo, estudios mas recientes han revelado que
E5 influye en el transporte del EGFR al inhibir la fusion de vesiculas por la
reorganizacion del citoesqueleto [16, 271, 276]. Ademas, E5 mantiene el
estimulo de proliferacion celular dado por la cascada de sefializacién de
EGFR [16] al promover la activacion prolongada de las rutas MAPK y PI3K-
AKT en respuesta a EGF [271]. Por otra parte, el genoma de HPV tiene
sitios de unién para los factores de transcripciéon AP-1, tales como homo y
heterodimeros de c-fos y c-jun, y se ha reportado que E5 coopera con EGF
para incrementar los niveles de estas proteinas, lo cual se relaciona con
una mayor actividad de p97 [289], llevando al posible aumento de la
transcripcién de proteinas virales [271]. E5 también neutraliza la accién de
los inhibidores de CDK del ciclo celular p21 y p27, favoreciendo la fase S
en la célula infectada [287]. Adicionalmente, mediante multiples vias
dependientes de EGFR, E5 también es capaz de aumentar la expresion del
VEGF [290] y contribuir al crecimiento independiente de anclaje [285].

Aunado a lo anterior, se ha descrito que E5 interfiere en la diferenciacion
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celular al obstaculizar la endocitocis del factor de crecimiento de
queratinocitos KGFR/FGFR2b [16].

E4

Las proteinas E4 son los productos génicos mas abundantes y mas divergentes de los PV
[169]: se expresan a partir de un mRNA empalmado denominado E17°E4 (Figura 11) que
une los primeros aminoacidos de la proteina E1 y todo el ORF de E4, que existe como
una secuencia alterna en la regién que codifica el dominio de “bisagra” de E2 [1, 169]. El
producto da lugar a varias especies de proteinas E4 mas cortas a medida que se escinde
progresivamente el extremo N-terminal [169]. Dado que los mRNA que codifican para E1
y E4 comparten el mismo codon de inicio, las abundancias relativas de sintesis de los dos
mRNA individuales se controlan a nivel de seleccién del sitio de empalme [2]. La regidon N-
terminal de todas las proteinas E4 contienen un motivo de leucina conservado (LLXLL) y
un cluster de prolina importantes para la asociacion con queratina y el arresto del ciclo
celular, respectivamente [291]. Por otra parte, el extremo C-terminal de la proteina se
considera como una regién de oligomerizacion que altera la dinamica de queratina dentro
de la célula debido a su motivo de agregacion beta [292]. Se cree que este motivo esta
regulado en la proteina de longitud completa, y que su capacidad de agregacion esta

controlada por la fosforilacion y la escision proteolitica de E4 (Figura 32) [169].

Figura 32. Esquema de la secuencia lineal de E4 antes de su protedlisis progresiva en el
extremo N-terminal. Modificado de [293].

En HPV-16, E4 completa es de 17 kDa y de ella se originan péptidos de 16, 11y
10 kDa [12]. E4 es predominantemente citoplasmatica, aunque también puede encontrase
en bajas concentraciones en el nlcleo [169]. Las modificaciones postranscripcionales que
sufre E4 se dan a medida que los queratinocitos infectados migran a través de las capas
epiteliales, acumulandose los péptidos mas pequefios en las capas epiteliales media y
superior durante la infeccién productiva [12, 16, 169, 294]. Las funciones de E4 se

describen a continuacién [295]:
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a)

b)

Liberacion de viriones.

Los viriones del HPV son liberados de la célula infectada por descamacion, pero
las proteinas E4 favorecen este proceso (en especial cuando son fosforiladas por
MAPK en la fase S)al unirse a queratina [169]. Este proceso altera el transcurso
normal de queratinizacién de la célula y lleva a la desorganizacion y al colapso del
citoesqueleto [16, 169, 296, 297]. Al respecto, las citoqueratinas en las células
epiteliales existen como filamentos insolubles y como mondmeros solubles en un
equilibrio dinamico dado por la fosforilacion (generando monémeros) y la
asociacion con el "factor de solubilidad" celular 14-3-3, pero en presencia de
multimeros de E4 la red de filamentos se reticula, y aunque el factor de solubilidad
14-3-3 todavia puede unirse, los mondmeros de queratina fosforilados no pueden
solubilizarse adecuadamente [169]. De esta forma, en las capas epiteliales
superiores, E4 es escindida en su N-terminal por la calpaina y se ensambla en
fibras de tipo amiloide que desorganizan el citoesqueleto optimizando la liberacién
de viriones en células descamadas [298]. Ademds, la unibn de E4 a las
mitocondrias por su motivo de leucina, puede promover la apoptosis al inducir la
aglomeracién de mitocondrias por su desprendimiento de los microtubulos [16,
173].

Arresto celular en G2.

Las especies de E4 16kDa generan paro celular en G2 [12, 291], posiblemente
para contrarrestar la proliferacion de queratinocitos mediada por E6 y E7 en las
capas epiteliales intermedias [12, 268, 299]. Para esta funcién es esencial el
dominio de arresto (cluster de prolina) en E4 que se piensa contiene un motivo de
union a ciclina, un sitio de fosforilacion dependiente de CDK y una NLS [291]. E4
de HPV-16 tiene el efecto de detener el ciclo celular de queratinocitos con un
contenido de DNA 4n, de esta forma, la mayoria de las células infectadas entran
en arresto tras la replicacion en la fase S inducida por E6 y E7. Este arresto en G2
puede gue se manifieste in vivo como un arresto en estado de pseudo-fase S, en
el que se puede continuar la replicacién del genoma viral pero no del celular, ya
gue el HPV posee sus propias proteinas de inicio de replicacién (E1y E2) y no es
afectado por el arresto [291], manteniendo la cantidad de nucleétidos y de factores
de replicacion en niveles adecuados para el virus, situacion similar a la que ocurre

con otros virus (como CMV, siglas en inglés de Cytomegalovirus y EBV, siglas en
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c)

inglés de Epstein-Barr Virus) [268, 293]. Dicha inhibicién de la transicion G2/M del
ciclo celular por la isoforma 16 kDa de E4 se da mediante el secuestro del
complejo celular CDK1/Cyc Bl en la red de citoqueratina para prevenir su
acumulacién nuclear [16, 169, 268, 291, 295]. Dada su localizacién genémica y su
expresion coordinada, es posible que E2 y E4 cooperen para promover el arresto
celular en G2 [299].

Regulacién de la transcripcién viral.

La presencia de E4 parece importante para la regulacién de la expresion de las
proteinas tempranas (E) y la inhibicién de la expresion prematura de las proteinas
tardias L1y L2 [12, 299]. Aunque los mecanismos por los cuales E4 contribuye a
estos procesos se desconocen [169], podria deberse a que el ORF de E4 posee
un elemento potenciador de empalme requerido para el empalme de mRNA viral
temprano [299]. Por otra parte, E4 podria bloguear la expresion prematura de
genes tardios al establecer un fuerte acoplamiento con la sefal de poliadenilacién
temprana [299]. Al inhibir la expresion prematura de las proteinas de capside, E4
influye indirectamente en la capacidad del HPV para evadir la respuesta
inmunoldgica [299]. Cabe mencionar que, en infecciones productivas de HPV, E4
es util como marcador de las etapas finales del ciclo viral [2]. Los marcadores de
expresion de E6 y E7 se pierden poco después de la aparicién de E4 (Figura 15),
lo cual se explica debido a que E2 muestra un patron de expresién similar al de
E4, y niveles altos de E2 conducen a la inhibicién del promotor p97 encargado de

la expresion de E6 y E7 [2].

La expresion en alto nivel de E4 coincide con la amplificacion del DNA de HPV en células
en diferenciacion de las capas intermedias del epitelio, y persiste en las células que
expresan las proteinas de la capside y que se encuentran en plena produccién de viriones
en la superficie [169, 268]. Su nivel de expresion y funcién apunta a un papel importante
de E4 en las etapas tardias del ciclo viral [2, 159], sin embargo, histéricamente E4 se
clasific6 como una proteina temprana (E) porgue se encuentra en la region E del genoma
viral, entre genes que regulan el ciclo celular y el mantenimiento del DNA viral, aunque no
se ha descrito ninguna funcién de E4 durante las primeras etapas del ciclo viral [169].
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L1y L2

La capside de los HPV esta compuesta por dos proteinas virales altamente conservadas:
la principal es L1, con un peso de aproximadamente 55 kDa y la menor es L2, de
aproximadamente 75 kDa [1, 300]. La longitud de L1 y L2 es de aproximadamente 500
aminodacidos, aunque varia ligeramente entre los genotipos de PV [300]. Las capsides de
los HPV tienen un didmetro maximo de aproximadamente 60 nm compuesto de 360
moléculas de L1 y hasta 72 moléculas de L2 [300, 301]. Para formar la capside, L1 se
autoensambla en capsomeros de cinco moléculas gracias a la interaccion de sus
dominios y por puentes disulfuro; setenta y dos capsémeros se asocian para formar una
red icosaédrica T=7 (Figura 33 A) [301]. El centro de cada capsémero se compone de un
sandwich B antiparalelo al que contribuyen ocho laminas B, etiquetadas de la letra B a I.
Los bucles superficiales BC, DE, FG y HI conectan a las laminas 3 y contienen los
principales epitopos neutralizantes (Figura 33 B) [302, 303]. Aunque las proteinas L1
estan muy bien conservadas entre los PV, los bucles son distintos entre los diferentes
tipos virales [300], lo cual se traduce en diferencias estructurales responsables de la
especificidad de los anticuerpos neutralizantes por tipo de HPV [304]. Las cinco moléculas
L1 dentro de un capsdémero estan intimamente asociadas mediante sus estructuras
secundarias (Figura 33 C). La mayor parte del extremo carboxilo de L1 esta expuesto, lo
gue proporciona superficies de unién a receptores para la entrada a la célula hospedadora
y favorece la creacion de anticuerpos neutralizantes [301]. A diferencia de L2, L1 puede
autoasociarse para formar VLPs (del inglés Virus-Like Particles) [4] que inducen

anticuerpos neutralizantes y son la base de las vacunas existentes para el HPV [131].

Figura 33. Estructura de la proteina L1 de HPV-16. (A) Estructura de una cdpside T=7 de HPV-
16. (B) Mondmero de L1: las hélices a estan resaltadas en rosa, los cinco bucles de superficie
estan marcados en blanco (ademas del bucle interno C-D). (C) Vista superior de un pentamero L1
(figura de estrella). Los mondémeros de L1 se muestran en diferentes colores para resaltar el
entrelazado de las moléculas [301].
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Los viriones de HPV pueden contener hasta 72 proteinas L2 (aln se desconoce si
L2 esta presente en algunos o todos los capsémeros in vivo) [300]. L2 esta mayormente
oculta dentro de la capside (Figura 34) y s6lo pequefias porciones del extremo amino
(residuos 60-120) estan expuestas [305]. El extremo amino se pliega hacia el interior de
la capside, haciéndolo inaccesible [306], pero después de la unidn celular esta region
experimenta cambios conformacionales [301]. En L2 de HPV-11 se describié un sitio de
union a L1 en su extremo carboxilo caracterizado por ser rico en prolina, similar al motivo

rico en prolina responsable de interacciones proteina-proteina descrito en E4 [4].

Figura 34. Reconstrucciones 3D de la capside vacia de HPV-16. (A) Vista exterior (B) Vista
interior (C) Disposicionde L1 (azul) y L2 (rojo) [307].

La inhibicién exitosa de la expresion génica tardia (L) al comienzo del ciclo viral es
esencial para la persistencia de la infeccion. La expresion de L1 y L2 esta restringida a
gueratinocitos diferenciados terminalmente ya que su induccion prematura podria resultar
en la detecciéon por parte la respuesta inmune y la eliminacién del virus [299]. Las
proteinas de la capside despempefian roles criticos para el establecimiento de la infeccién
viral ya que protegen el material genético viral y son necesarias para la entrada del virus a
la célula blanco, el escape endosémico, el transporte nuclear del DNA viral en las células
basales y el ensamblaje y estabilidad del virion en las células epiteliales en diferenciacion
[1, 4, 300, 308]. La interaccion del virion con la superficie de las células es principalmente
por L1, mientras que L2 contribuye a interacciones secundarias en el establecimiento de

la infeccion [308].
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a) Unidn a la célula hospedera.

El principal receptor de unién de viriones de HPV son los proteoglicanos de sulfato
de heparan (HSPG, siglas en inglés de Heparan Sulphate Proteoglycans) [301].
Antes de entrar a las células blanco, los viriones se unen a HSPG en la membrana
basal del epitelio (HSPG1) [308] (Figura 35) para después ser transportados
mediante protuberancias ricas en actina hacia los queratinocitos basales, donde
interactian con HSPG presente en la superficie celular (HSPG2). Esta interaccion
induce cambios conformacionales en L1 y L2 que son un requisito para la
interaccion con un receptor secundario diferente a HSPG auln no identificado (se
ha sugerido el receptor de adhesién celular a6-integrina, pero su participacion en
la infeccién por HPV es controvertida) [308-310]. Se ha propuesto que los cambios
conformacionales de L1 (que parecen afectar al bucle BC) resultan en una afinidad
reducida de la capside con HSPG, lo que ayuda a su transferencia al receptor
secundario [306]. En L2, los cambios conformacionales dan como resultado la
exposicion de un sitio de reconocimiento y escicién por parte de la convertasa de
furina celular en el extremo amino terminal. Esta escision ocurre en la superficie
celular y es esencial para el escape endosémico del DNA viral en las siguientes

etapas del establecimiento de la infeccion [306-311].

HSPG en ECM

HSPG en
superficie celular

" Receptor
secundario

Citoplasma

Figura 35. Modelo de la interaccién de la capside de HPV con la membrana basal o matriz
extracelular y la superficie celular. HSPG, un receptor de superficie celular expresado
ampliamente, se sugiere como el receptor de unién inicial para los HPV y se encuentra con
frecuencia en la matriz extracelular y en la superficie de la mayoria de las células. Modificado de
[308].
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b)

c)

Los viriones de HPV pueden asociarse con diferentes linajes celulares
debido a la presencia universal de HSPG, pero so6lo completan su ciclo viral en
queratinocitos diferenciados del epitelio escamoso [308]. Por lo tanto, si bien los
primeros eventos de infeccion pueden ser similares en los tipos de células
permisivas y no permisivas, existe una restriccion de las funciones replicativas
virales y la produccion de viriones que esta determinada por factores vinculados al

programa de diferenciacién de queratinocitos [308].

Internalizacidon de viriones.

El virus se internaliza en un proceso parecido a la macropinocitosis [312] que toma
aproximadamente 14 horas [301], posiblemente con el uso de microdominios
enriguecidos con tetraspanina [313]. Se han observado diferencias sutiles al
estudiar la internalizacidn utilizando células inmunes, por ejemplo, las VLP de L1
ingresan a las células a través de mecanismos dependientes de clatrina o de
caveolas, mientras que las VLP de L1/L2 son internalizadas por mecanismos
independientes de estos procesos, lo que sugiere que L2 puede afectar la via de
ingreso a estas células [314]. Por otra parte, no existe una diferencia clara en los
mecanismos de ingreso en las células epiteliales con respecto a las L1-VLP y
L1/L2-VLP, pero se ha propuesto que la escision por furina expone en la superficie
de la capside una regién previamente oculta de L2 que puede unirse al receptor de
entrada desconocido y facilitar la entrada del virus, haciéndolo capaz de explotar

rutas alternativas en caso del bloqueo de la ruta tipica [4].

Exposicién del genoma viral y salida de endosomas.

Inicialmente, las L1-VLP y L1/L2-VLP parecen transitar de manera similar,
pasando de endosomas tempranos a endosomas tardios [315], pero en éstos
Ultimos, donde se requiere el pH bajo para el desnudamiento del DNA viral
(vDNA), la contribucién de L1 al proceso de entrada viral parece terminar [316],
pues el DNA empaquetado dentro de las L1-VLP no es capaz de escapar de los
endosomas tardios, a diferencia de los VLP que contienen L2, donde el complejo
genoma viral-L2 escapa y es transportado a la red trans-Golgi antes de ser llevado
al nacleo [317]. Esta separacién del complejo genoma viral-L2 (L2-vDNA) y L1
parece estar mediada por la accién de la ciclofilina (Cyp, siglas en inglés de

Cyclophilin) y SNX17 (siglas en inglés de Sorting Nexin-17) [318, 319]. El escape
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d)

endosémico de L2-vDNA podria explicarse por una region en el extremo carboxilo
de L2 que contiene residuos hidrofébicos adyacentes a aminoacidos cargados
positivamente que en conjunto tienen actividad disruptora de membrana [301]. La
delecidon y las mutaciones puntuales dentro de esta regién producen pseudovirus
no infecciosos in vitro, a pesar de que las interacciones de la superficie celular no
se afectan [301]. Como se menciond, la escisién de L2 por furina en la superficie
celular también es esencial para el escape endosémico [306, 311], aunque no esta
claro cémo este procesamiento proteolitico contribuye después a la salida de los

endosomas [301].

Transporte del DNA viral al ndcleo.

L2 transporta y acompafia el genoma viral al nucleo [301]. Al respecto, se ha
descrito que la proteina L2 del HPV-16 accede al nlcleo al interactuar mediante 40
aminodacidos en su region C-terminal con la red de microtibulos a través de la
dineina [301, 320]. Pese a la presencia de la NLS en L2, se sabe que el complejo
L2-vDNA, requiere la descomposicion de la envoltura nuclear durante la mitosis
para ingresar al nucleo [321]. Una vez dentro del nucleo, L2-vDNA viaja a los
cuerpos nucleares ND10 (siglas en inglés de Nuclear Domain 10) para los eventos
de transcripcion y replicacion tempranos de la infeccion [322]. Algunos estudios
sugieren interacciones entre L2 (residuos amino-terminales 1-50) y E2 en ND-10 al
inicio de la infeccién, lo que propone un papel de L2 en la transcripcién viral

temprana a medida que se inicia la infeccién [4].

Formacién de viriones.

Las proteinas estructurales L1 y L2 se expresan en la etapa tardia del ciclo viral
para formar las capsides que empaquetaran los genomas amplificados y que
dardn lugar a los viriones de HPV [1]. En queratinocitos terminalmente
diferenciados, L1y L2 de HPV-16 se transcriben a partir del promotor tardio p670
[4, 316] y son transportadas al nucleo utilizando el heterodimero de carioferina
a2B1 [323]. Una region polibasica altamente conservada en el extremo carboxilo
de L1 media su importacién en forma de capsémeros pentaméricos para su
posterior ensamblaje en capsides [324, 325], mientras que L2 es importada al
ndcleo a través de los poros nucleares al interactuar con carioferinas y Hsp70, y

gracias a NLS presentes en sus extremos amino y carboxilo [4]. L1 y L2 tienen
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actividad de union al DNA in vitro mediada por la regién polibasica C-terminal de
L1 y el extremo N-terminal de L2 [326, 327], lo que sugiere que ambas proteinas
pueden ayudar en el empaquetamiento del genoma al unirse directamente al DNA
sin especificidad de secuencia [4]. También se ha reportado que L2 es necesaria
para la encapsidacion eficiente del genoma viral en BPV1 [328], aunque el efecto

puede que sea menos pronunciado para HPV-16 [4]. Tras la interacciéon con el

genoma viral circular de ~8 kbp unido a histonas celulares, L1 y L2 se ensamblan

a nivel de capsémeros [329] y polimerizan para dar lugar a la capside [4], cuya
maduracion se da por la formacién de puentes disulfuro intermoleculares entre los
capsomeros adyacentes de L1 [316]. De esta forma, los viriones maduros son

liberados de la superficie del epitelio escamoso [1], completando el ciclo viral.

A manera de resumen, en la Tabla 3 se integran las funciones mencionadas en este

capitulo de las proteinas de HPV de alto riesgo (HPV-16).

Tabla 3. Funciones de las proteinas de HPV de alto riesgo (HPV-16)

Proteina Funciones Fuentes
£1 Replicacion del genoma viral: helicasa viral 256, 267
Regulador principal de la transcripcionviral, 175, 248, 249
especialmente de E6 y E7
E2 Reclutar E1 al ori para iniciar la replicacién viral 255-257
Repartir el genoma viral a células hijas 1, 261
Inducir arresto celular y apoptosis 258-260
Favorecer la liberacion de viriones 169, 296-298
Inducir arresto celular 12, 291
E4 Regular la transcripcion viral de proteinas L 12, 299
Escapar a la respuesta inmune 12, 299
Oncoproteina 178
Perturbar el traficoy acidificacion de endosomas 11, 271, 276
Estimular la proliferacion celular 16, 271, 283, 287,
E5 Alterar la comunicacion célula-célula 271, 283
Escapar a la respuesta inmune 271, 277-282
Inhibir la apoptosis 149, 284-286
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Proteina Funciones Fuentes
Oncoproteina 178
Evitar la apoptosis 16, 160, 223, 235, 236, 238
Estimular la proliferacion celular 16, 160, 240-243
Inhibir la diferenciacion celular 160
E6 Inducir inestabilidad cromosoémica 245
Escapar a la respuesta inmune 16, 223, 237
Activar la telomerasay el gen inductor de angiogénesis *
VEGF
Entorpecer la reparacion del DNA *
Oncoproteina 178
Estimular la proliferacion celular 152,159
E7 Inhibir la diferenciacion celular 16, 196, 208
Escapar a la respuesta inmune 158, 209, 213-217
Inducir inestabilidad cromosémica 152, 191, 218,
Componente principal de la capside 1
Entrada viral: Interacciones iniciales con el hospedero 301, 308
L1 Empaquetar el vDNA 326, 327
Formar viriones 329
Componente menor de la capside 1
Entrada viral: Interacciones secundarias con el 306
hospedero
L2 Permitir la salida del vDNA de los endosomas del 317
hospedero
Empaquetar el vDNA 326, 327
Formar viriones 329

* Estas funciones se revisaran en el capitulo 3.3

La historia natural de una infeccion por HPV de alto riesgo con o sin tratamiento
varia desde la regresion espontdnea hasta la persistencia, dependiendo de la capacidad
del sistema inmunolégico para detectar y eliminar la infeccion. De las personas infectadas
gue no logran eliminar la infeccién, algunas pueden desarrollar una infeccién latente
asintomatica, mientras que otras corren el riesgo de desarrollar cancer [106]. La
progresion oncogénica no es un resultado tipico de la infeccion [1], pero a lo largo de
aquellas infecciones persistentes por HPV de alto riesgo, una desregulacion en la
expresion de sus oncoproteinas puede conducir al desarrollo de lesiones cancerosas
[156] donde la replicacion del genoma viral es practicamente nula y no se generan
viriones (infeccién abortiva) [2, 12]. Los diferentes eventos y funciones de las
oncoproteinas del HPV necesarias para la progresién carcinogénica de una lesién de HPV

de alto riesgo se revisaran en el siguiente capitulo.
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3.3 Persistencia viral y el proceso de transformacion de las células

La infeccién con tipos de HPV de alto riesgo interfiere en el control de distintos procesos
bioldégicos con el fin de generar y mantener el fenotipo transformado que permite la
replicacion del virus y la formacion de viriones [16]. La mayoria de los individuos
inmunocompetentes son capaces de eliminar la infeccién sin manifestaciones clinicas [84,
85], pero una porcion de las personas infectadas que no logran eliminar la infeccion corren
el riesgo de desarrollar cancer [106, 149] debido a que a lo largo de la infeccion
persistente, ocurre la desregulacion en la expresion de las oncoproteinas virales que
favorece que las células infectadas adquieran caracteristicas anormales que pueden
conducir al desarrollo y progresion de lesiones cancerosas [156]. Algunos determinantes
gue han sido asociados a la persistencia y progresion maligna de lesiones HPV+ son [52,
130-132, 149]:

a) Factores de riesgo virales

¢ HPV de alto riesgo. Como se explicé en el capitulo 3, dependiendo de su
asociacion con el desarrollo de neoplasias malignas, los tipos de HPV que
infectan mucosas han sido clasificados como de alto o bajo riesgo
(oncogénicos o no oncogénicos) [24]. La persistencia de un tipo de HPV de
alto riesgo (HR, por sus siglas en inglés de High Risk) es el factor de riesgo
clave para la progresion a OPC HPV+ [21, 25, 26, 74, 84], siendo el HPV-16
el mas importante debido a su alta prevalencia (80-90% de los casos) [21,
33, 50, 69], su tasa de persistencia (40% de las infecciones orales por
HPV-16 se han detectado de forma persistente durante 4 afios 0 mas) [85]
y su capacidad para promover la progresion de la infeccion a cancer [131].
En cambio, la infeccion persistente con tipos de HPV de bajo riesgo (LR,
por sus siglas en inglés de Low Risk) no es un factor de riesgo para
desarrollar OPC debido a que sus oncoproteinas carecen de actividad
transformante in vitro e in vivo [20, 160, 330]. Por ejemplo, a diferencia de
lo que ocurre con HPV-HR [221, 331, 332], las proteinas E6 de tipos de
HPV-LR degradan p53 y BAX con menor eficacia [331, 333], ho aumentan
la actividad de la telomerasa celular [178]y carecen de motivos de unién a
PDZ [240, 334], por lo que son incapaces de inducir la degradacion de una
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amplia gama de proteinas celulares [221, 331, 332]. Ademas, en general,

las LR-E7 no promueven eficazmente la degradacion de pRb [192, 335].

Las diferencias en actividad y potencial transformante entre las
oncoproteinas de HPV-HR y -LR reside en las diferencias genéticas en sus
ORF tempranos [131]. Las secuencias de los genes E6 y E7 del género alfa
(los tipos de HPV que infectan preferentemente la mucosa oral o anogenital
en humanos y primates) [1] estan muy conservadas (>75% y >65% de
homologia, respectivamente), sin embargo, cuando sélo se consideran los
tipos de HPV-HR del género alfa, las homologias aumentan hasta el 80%

para las secuencias E6 y hasta el 70% para las secuencias E7 [16].

Variantes y subvariantes. Las variantes se definen como HPV que
difieren mas de 1% pero menos de 10% en la secuencia genética de L1 [6],
y algunas variantes de los HPV-HR se caracterizan por una mayor actividad
oncogénica [14, 336]. Por ejemplo, el HPV-16 posee 4 variantes (A, B, Cy
D) y 10 subvariantes. Los nombres originales de las subvariantes derivan
del area geografica de las poblaciones en las que se aislaron inicialmente,
pero se recomienda ya no usar dicha terminologia y en cambio usar las
siguientes claves alfabéticas: A1-A3 para la subvariante Europea, A4 para
la Asiatica, B1 para la Africana-1 Afrla, B2 para la Africana-1 Afrlb, C para
la Africana-2 Afr2a, D1 para la Norteamericana (NA)1, D2 para la Asiatica-
Americana (AA)2 y D3 para la Asiatica-Americana (AA)1 [14, 337, 338].

Todas las variantes y subvariantes de HPV-16 son carcinogénicas,
aungue difieren en su capacidad para establecer infecciones persistentes e
inducir el desarrollo de malignidad [339, 340]. Las variantes virales B, C, D
y subvariante A4 son mas propensas que las A1-A3 a causar persistencia,
de hecho, las variantes B, C y D del HPV-16 se han asociado con un riesgo
de cancer al menos cinco veces mayor en comparacion con las A1-A3 [340,
341]. Aunado a esto, mutaciones puntuales en el ORF de E6 (E6-T350G) y
en LCR (LCR-G7518A) se han asociado con la persistencia de la infeccion
y carcinogénesis, respectivamente [342, 343]. Los polimorfismos entre
variantes soélo se han estudiado en CC, por lo que hoy dia se desconoce el

impacto que tienen en OPC HPV+.
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Carga viral. La carga viral alta es un fuerte predictor de la persistencia del
HPV oral [344, 345]: por cada disminucion x10 en el numero de copias, hay
un aumento x3 en la probabilidad de eliminacion de la infeccién [345]. En
general las lesiones cancerosas HPV+ en orofaringe presentan una amplia
variacion en la carga viral (10-15,400 copias de HPV-16 por copia de beta-
actina) [346-350] pero se ha observado un aumento en la carga viral de
HPV-16 antes de progresar a OPC [345].

b) Factores de riesgo no virales

Mutagenos. La orofaringe esta expuesta al contacto con agentes
carcindgenos como lo son el alcohol y el tabaco, que pueden inducir
mutaciones que favorecen la iniciacion de tumores [42, 52, 54]. El
tabaquismo se ha asociado con una mayor probabilidad de contraer una
infeccion oral por HPV-HR en hombres: en comparacién con los que nunca
han fumado, el riesgo es tres veces mayor en los fumadores actuales y dos
veces mayor en los exfumadores. Asimismo, el tabaquismo actual se ha
asociado con una mayor persistencia de la infeccion oral [85, 86]. El
mecanismo biologico exacto de este vinculo aln no se ha establecido, pero
se sabe que la exposicion al tabaco aumenta la permeabilidad de la
mucosa oral y respiratoria e induce efectos proinflamatorios e

inmunosupresores que podrian facilitar la infeccion por HPV [85, 351, 352].

Hormonas. Las hormonas, en particular los estrogenos (hormona sexual
femenina), son importantes promotores de tumores en algunos canceres
humanos [42]. Evidencia contradictoria presenta una relacion pro y
anticancerigena entre el estrégeno y el HPV [353]. Con relacién a su papel
en la transformacion celular, histéricamente, la evidencia ha sugerido que la
sefalizacion de estrégenos en combinacion con canceres relacionados con
HPV aumenta su progresion, ademas que el estrdgeno esta involucrado en
la carcinogénesis al promover la progresion del ciclo celular, la proliferacion
celular e inhibiendo la apoptosis, lo que hace que las células sean

vulnerables a mutaciones [354-356].
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En el CC y en OPC, las oncoproteinas del HPV inducen la
expresion de A3A o APOBEC3A (siglas en inglés de Apolipoprotein B
MRNA Editing Catalytic Polypeptide-like 3A) [357], una desaminasa de
citidinas del DNA con efectos antivirales por la destrucciéon de DNA extrafio
[358]. En condiciones normales, A3A es inducida por interferén y se
expresa altamente en queratinocitos, monocitos y macrofagos [358, 359],
sin embargo, se ha reportado que en presencia de HPV, A3A también es
inducida por el tratamiento con estrégeno, por lo que en este contexto, se
ha especulado que los genes de HPV inducen A3A activando la
sefalizacion del receptor de estrégeno [357]. A pesar de que es parte de la
respuesta inmune antiviral, se ha informado que A3A promueve la
hipermutacion del DNA del HPV y su integracién al genoma del hospedero,
e influye en el desarrollo de tumores en el CC y lineas celulares de OPC
[357, 360].

Un hallazgo importante es que el estrégeno se asocio con OPC,
una enfermedad mas comudn en los hombres que en mujeres, mientras que
la expresion de A3A en OPC se asocia con un buen prondstico clinico
[353]. Si bien se necesitan mas estudios, se ha propuesto que el alto nivel
de estrégeno circulante en las mujeres podria ayudar en la eliminacion de
la infeccién del HPV por inhibicién del ciclo viral en la regién de la cabeza y
el cuello a través de A3A, molécula que induce roturas de doble cadena en
el DNA para promover el arresto del ciclo celular y la apoptosis [353, 361,
362]. Ademas, la hipermutacion del DNA del HPV por A3A se asocia con un
prondstico favorable, probablemente debido a una mayor inmunogenicidad
[363, 364]. Se puede observar més evidencia clinica estrogénica (mas alla
de las diferencias en frecuencia y gravedad del OPC HPV+ entre sexos) en
varios estudios clinicos que indican que la expresién del ERa (siglas en
inglés de Estrogen Receptor alpha) se correlaciona con la supervivencia del
paciente y que algunos tumores HPV+ han respondido muy bien al

tratamiento con estrogenos [365-368].

Sistema inmunoldégico comprometido. La persistencia y progresion a
cancer de una lesion HPV+ depende en gran parte de la capacidad del

sistema inmune del hospedero para combatir la infeccién [126, 369]. La
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mayoria de los individuos inmunocompetentes son capaces de eliminar la
infeccidén sin manifestaciones clinicas debido al desarrollo gradual de una
respuesta inmune contra el HPV [87, 88, 135], pero se ha encontrado que
las personas inmunocomprometidas como aquellas con HIV/AIDS (AIDS,
del inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome) o que son receptores de
trasplantes de érganos, tienen tasas mas altas de canceres relacionados
con el HPV [42]. La inmunosupresion crea un entorno permisivo para la
oncogénesis mediada por virus [141], por lo que un sistema inmunolégico
mas débil podria reducir la tasa de erradicacion de las infecciones
oncogénicas por HPV o podria promover la reactivacion de una infeccion
por HPV latente [111, 370]. Varios estudios sugieren que las alteraciones
en la respuesta inmune celular juega un papel importante en la persistencia
del HPV [371], particularmente recuentos bajos de linfocitos CD4+, células

que tienen un papel importante en el control de la infeccion [371, 372].

Cabe resaltar la relacion entre HPV, HIV y el OPC: la infeccion por
HIV reduce la probabilidad de eliminacion del HPV [373, 374] por la
inmunosupresién inducida [375], lo que se correlaciona con un riesgo 2 a 3
veces mayor (comparado con individuos HIV-) de tener una infeccion
persistente por HPV [376], aumentando el riesgo de desarrollar OPC [375].
La cuenta baja de CD4+ no es el Unico factor involucrado en la infeccion
persistente por HPV en individuos HIV+ [371, 373, 377, 378]. El HIV puede
interactuar con el HPV y alterar su ciclo natural de infeccién en formas que
no se limitan a la disminucion en el recuento de células CD4+, y aunque
esto no se ha estudiado en la orofaringe, se ha descrito que mujeres HIV+
tienen una respuesta alterada de citocinas ante la infeccion por HPV en la
mucosa cervical, con niveles de IL-10 (citocina inmunosupresora) hasta 6
veces mas altos que los de las mujeres HIV- y HPV+ [371, 379]. Asimismo,
se ha descrito que la proteina Tat-1 (Tat, siglas en inglés de Trans-
Activating regulatory protein) del HIV-1 se puede expresar en células
alrededor del estroma cervical y puede ser incorporada a los queratinocitos
infectados por HPV llevando a un aumento en la expresiéon de E6 y E7. Tat-
1 también puede promover la migracion de queratinocitos infectados,

mientras que la expresion aberrante de citocinas por los linfocitos T
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infectados por HIV puede modular la respuesta inmune local y la expresion

de genes del HPV en gueratinocitos [380].

e Predisposicidon genética. Se ha informado del papel de los polimorfismos
del antigeno leucocitario humano (HLA, siglas en inglés de Human
Leukocyte Antigen) en la susceptibilidad al CC y la infeccion persistente por
HPV [381]. Para OPC, aunque ningun polimorfismo de HLA se ha asociado
como factor de riesgo para este tipo de cancer HPV+ o la persistencia del
virus, se ha descrito una asociacion protectora con el haplotipo de clase I
HLA-DRB1*1301-HLA-DQA1*0103—-HLA-DQB1*0603 [381]. Estos
polimorfismos de HLA son comunes en poblacién europea y también se

han asociado con una disminucion del riesgo de CC [382].

Ademas, se ha descrito que el polimorfismo de p53 en el cod6n 72
que puede codificar para arginina o prolina, puede modificar el riesgo de
desarrollar cAncer HPV+ [383]. Al respecto, se ha reportado que la variante
de arginina podria ser un marcador de susceptibilidad [384] ya que es mas
prevalente en el CC probablemente porque es mas susceptible a la
degradacion por E6 de HPV-16 [383], pero analisis similares en diferentes

poblaciones no apoyaron estos hallazgos [11, 385, 386].

3.3.1 Integracion al DNA del hospedero

Actualmente, el modelo mas validado para explicar el potencial oncogénico de la infeccion
persistente por HPV-HR es la integracion del DNA episomal del virus al genoma de la
célula hospedera, un evento que no es parte del ciclo normal de replicacion del HPV y que
no brinda ninguna ventaja productiva, pues dicha integracién conduce a una infeccion
abortiva en la que las células ya no pueden producir nuevas particulas virales [387, 388].
Se estima que la integracion ocurre entre el 70% y el 85% de los casos OPC HPV+ [106],
y las formas episomales e integradas del DNA de HPV-16 pueden coexistir [389-391]. Por
lo tanto, el DNA viral a menudo, pero no siempre, esta presente de forma integrada [1]. El
porcentaje restante de OPC HPV+ sin integracion del genoma viral se ha explicado por
otro mecanismo, que consiste en un aumento de la expresion de los oncogenes E6 y E7
del genoma episomal del HPV, posiblemente a través de cambios en la cromatina

alrededor del promotor p97, ya que la persistencia (con o sin integracién) de HPV
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contribuye a una amplia variedad de regulaciones epigenéticas en el hospedero, como
cambios en la metilacion, remodelacién de la cromatina, modificaciones de histonas y
regulacion ascendente/descendente de micro-RNA [392, 393]. Dicho lo anterior, a pesar
de que la integracion del DNA de HPV no es un paso estrictamente necesario para la
carcinogénesis [350], es el modelo actualmente mas validado y mas frecuentemente
observado en la practica clinica [106], por lo que sera el mecanismo que se discutira a

continuacion.

Durante la infeccion productiva del HPV, el genoma viral se mantiene episomal y
sSu numero de copias y expresion estd altamente asociado con el programa de
diferenciacion de la célula hospedera [2]. Sin embargo, las infecciones persistentes por
HPV-HR pueden desencadenar inestabilidad gendémica en la célula debido a la
desregulacion gradual de sus oncoproteinas [149] y posteriormente promover la
integracion del DNA viral en el genoma del hospedero [394, 395], lo cual suele ser un
paso en el camino hacia la carcinogénesis inducida por HPV [106]. Esta insercion es el
resultado de una recombinacién no homologa y requiere que el genoma del HPV se
vuelva lineal para proporcionar un sustrato para la insercion en el genoma del hospedero.
La linealizacion del genoma viral puede producirse tras el dafio a la molécula de vDNA o
tras el colapso de las horquillas de replicacion, generando roturas de doble hebra [396].
Los eventos de integracion no parecen ser especificos con respecto a donde suceden en
el DNA del hospedero [150, 397], pero se ha encontrado que el genoma del HPV se
integra con mas frecuencia en sitios fragiles [353, 398, 399] que son regiones grandes
(~150 kb a ~1 Mb), altamente inestables distribuidas por todo el genoma humano, que
muestran tendencia a formar roturas de cromosomas y cromatidas, por lo que son blancos
preferenciales para el intercambio de cromatidas hermanas, translocaciones, deleciones,

amplificacién de genes e integracién de DNA plasmidico [398].

La integracion del vDNA en el DNA de la célula infectada suele interrumpir los
ORF de E1 y E2 [52, 106], y se eliminan los genes adyacentes E4, E5 y parte de L2 [149].
En contraste, los ORF de E6 y E7 y el LCR generalmente permanecen intactos (Figura
36) [132, 149]. La pérdida de funcion de las proteinas E1 y E2 como resultado del evento
de integracion genera una disminucion en la replicacion del genoma viral [16, 52],
mientras que la disrupcién del ORF de E2 deriva en la sobrexpresién de las proteinas

oncogénicas E6 y E7 [346]. Durante el ciclo productivo, cuando el HPV ingresa a la célula
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hospedera, la transcripcion de E6 y E7 se da por la interaccion de factores propios de las
células basales con el promotor temprano de HPV (p97), asi como por la estimulacién de
E2. Mas adelante, una vez que la replicacion del genoma viral a altos niveles ha
terminado, los niveles de la proteina E2 aumentan y reprimen a p97 (y por ende la
expresion de E6 y E7) para permitir el progreso de diferenciacion de la célula, que a su
vez permitira la produccion de viriones [166]. Por lo tanto, la ausencia de E2 por el evento
de integracién y la estimulacién de p97 por los factores de transcripcién celulares [177],
da como resultado una sobreexpresion de las oncoproteinas E6 y E7, lo cual puede

derivar en la transformacion de la célula [174].
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Figura 36. Esquema del DNA circular del HPV y su integracion en el DNA de la célula
hospedera. E4, E5 y parte de L2, E2 y E1 ORF se eliminan regularmente después de la
integracion (los genes parciales estan sefialados con un asterisco). Ademas, la transcripcion viral
puede incrementarse por los promotores propios de la célula que flanquean la regién donde se
inserta el vDNA. Modificado de [149].

La actividad de E2 depende del estado fisico de la cromatina: E2 reprime el p97
integrado pero activa el p97 episomal [174]. Esto se puede atribuir a la capacidad de E2
para preservar la acetilacién de la cromatina al interactuar con CBP, una acetil transferasa
de histonas [174, 400]. Se ha planteado la hipétesis de que la represién de la
transcripcion del vDNA integrado puede ser para mantener la capacidad de diferenciacién
celular y concluir el ciclo viral, algo que las células tumorales no pueden hacer [401, 402].

La pérdida de E2 también implica la pérdida de su actividad pro-apoptotica [258-260], un
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seguro para evitar problemas en la continuacion y conclusién del ciclo viral debido a la
inestabilidad en el tejido infectado [246, 248]. Otro punto clave es la pérdida del ORF de
E4, que también funciona como un regulador interno de la actividad de E6 y E7 al generar
paro celular en G2 para contrarrestar la proliferacion de queratinocitos mediada por
ambas oncoproteinas en las capas epiteliales intermedias [268, 291, 299], ademas que
E4 juega un papel importante en la finalizacion del ciclo viral al dar inicio a los eventos
tardios (L) [159].

La integracion del genoma viral también puede causar mutagénesis insercional,
causando reordenamientos cromosdmicos, activacion de protooncogenes, alteracion o
desregulacion de funciones celulares criticas y alterando la expresién de factores de
crecimiento y sus receptores [403-405]. Se ha propuesto que la mutagénesis insercional
es el principal factor promotor en la progresion de canceres asociados a HPV [406]. Aln
queda por determinar si los sitios fragiles son el objetivo de la integraciéon viral
simplemente por su inestabilidad innata o si las integraciones en ellos contribuyen
especificamente de manera mutacional a la evolucién de estos tumores debido a su
inestabilidad gendmica [398], por ejemplo, alteraciones en los cromosomas 3, 11y 16 son
mas frecuentes en OPC HPV+ (comparado con OPC HPV-), y todas ellas se han
correlacionado con la integracion del vDNA en sitios fragiles (FRA) del genoma celular

[64]. Al respecto se ha descrito lo siguiente:

¢ FRA3B, amplificacion de 3qg. La ganancia en 3qg se encuentra con frecuencia en
los carcinomas de células escamosas y se considera un evento clave en la
progresion a cancer de las lesiones premalignas de pulmén y cuello uterino [407,
408]. Numerosos protooncogenes se encuentran en el cromosoma 3q, p. ej. ATR,
PIK3CA, TP63, TERC, DCUN1D1, LAMP3 y RPL35A [64].

e FRA11F, pérdida de 11q. La integracion del HPV puede provocar una pérdida
prolongada en 11qg, donde se encuentran varios genes de reparacién del DNA,
como ATM y CHEK1 [409, 410].

e FRA16D, pérdida de 16g. Contiene al gen WWOX, potente supresor del

crecimiento tumoral al mediar la apoptosis inducida por TNF-a [411, 412].
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3.3.2 Papel de las oncoproteinas en la malignidad celular por el evento de
integracion del genoma viral

Cuando el genoma del HPV se integra en el DNA nuclear del hospedero, hay
sobreexpresion de E6 y E7 [106] debido a la actividad de los factores de transcripcién
celular, a los promotores celulares que flanquean el lugar de insercion del vDNA [149]y a
gue la vida util de su mRNA aumenta al ser transcrito como parte de un ORF celular
(mRNA quimérico) (Figura 36) [16, 106, 149]. Durante la infeccién productiva, E5, E6 y E7
interfieren con el control de procesos bioldgicos importantes para generar y mantener el
fenotipo transformado que permite la replicacion del virus y la formacién de viriones, pero
sus niveles desregulados en las células infectadas causan la pérdida de control en el ciclo
celular y en mecanismos de respuesta a dafio del DNA que pueden conducir a la
acumulacién de aberraciones genéticas que favorecen la progresion del hospedero hacia
un fenotipo maligno [149, 413]. Diferentes funciones de las oncoproteinas HPV-HR
discutidas en el capitulo 3.2 contribuyen directamente a generar cambios celulares que
conducen a la inmortalizacion y, en Gltima instancia, a la transformacién maligna completa
de la célula [160]:

E5

Se ha reportado que HPV-16 E5 tiene actividad transformante in vitro [11]. Puede
promover la formacion de tumores en lineas celulares de ratén [289, 414], promover las
etapas de progresion de la carcinogénesis cutanea en ratones transgénicos [415], mejorar
la capacidad de E6 y E7 para inmortalizar queratinocitos humanos primarios [416] y
aumentar la motilidad e invasividad de los mismos [274, 417]. E5 es importante durante
las primeras etapas de la infeccién productiva y sus funciones complementan a las de E6
y E7, sin embargo, de las tres oncoproteinas de HPV-HR, E5 juega un papel menor en la
transformacién, ya que cuando el vDNA episomal se integra en el DNA de la la célula
hospedera, se elimina el ORF de E5 (Figura 36) [418], por lo que la expresion de E5 es
frecuentemente no detectada a medida que la lesién progresa hacia la malignidad [149,
279]. En aquellos casos donde E5 no se elimina o que las copias episomales coexisten
con las integradas, su cooperaciéon en la transformacion maligna podria asociarse a las
diversas funciones revisadas en el capitulo 3.2 que pueden facilitar la sobrevivencia de la
célula en condiciones no aptas que promueven su transformacién maligna. Asimismo,

debido al desacoplamiento de las uniones estrechas célula-célula propiciado por E5,
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existe desensibilizacion a sefiales inhibidoras de crecimiento [271, 283], crecimiento
independiente de anclaje [285] e invasidén a la matriz extracelular [274, 419]. E5 también
participa en la inhibicion de la diferenciacién de queratinocitos [16], en la prevencion de la
apoptosis por dafio al DNA [106] y en la sensibilizacién a EGF, que lleva a la proliferacion
celular, rearreglo del citoesqueleto [419] y se suma al crecimiento independiente de
anclaje [271, 289]. Otros papeles descritos para E5 implicados en el proceso de
transformacion son la inestabilidad gendémica que genera transformacién celular vy
progresion neoplasica en rondas posteriores de division celular [420-422] por la formacion
de células binucleadas (fusion célula-célula) y por la duplicacion del numero de
cromosomas por endorreplicacion [420, 421]. Asimismo, E5 promueve el crecimiento
tumoral y metéstasis por la activacién del gen inductor de angiogénesis VEGF y el subtipo
EP4 del receptor de prostaglandina E2 [423]. Por lo tanto, E5 podria desempenfiar un papel
en el desarrollo temprano de la neoplasia, sin embargo, al contrario de E6 y E7, no parece

ser imprescindible para el mantenimiento del fenotipo transformado [16, 150].

E6y E7

La oncogenicidad de los HPV-HR se atribuye principalmente a las oncoproteinas E6y E7,
gue se retienen y expresan selectivamente durante todas las etapas de la progresiéon
carcinogénica [139]. Durante la infeccién productiva, E6 y E7 son necesarias para conferir
la capacidad de sostener la replicacion viral en células que normalmente no serian
permisivas [161, 162], ya que la expresion de E7 promueve la proliferacién celular al
inducir la progresiéon del ciclo celular de la fase de reposo (G1) a la de sintesis (S) [152],
mientras que E6 neutraliza los mecanismos de reparacion del DNA, paro del ciclo celular,

y apoptosis que se activan como respuesta a la acciéon de E7 [16, 178].

Las proteinas E6 y E7 de HPV-HR tienen la capacidad de inmortalizar y
transformar varias lineas celulares [424], confiriéndoles un alto grado de inestabilidad
cromosOmica [16, 191]. Son capaces de inmortalizar de forma independiente varios tipos
de células humanas en cultivo de tejidos [1, 424, 425], y aunque algunos estudios han
sugerido que E7 es un oncogén mas potente en comparacién con E6 [426, 427], la
eficiencia de transformacion general aumenta cuando se expresan juntas [178, 424, 425].
Estas dos proteinas interactian con un sin numero de reguladores celulares importantes

en el control de procesos biolégicos como: la apoptosis, proliferacion celular, estabilidad
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cromosémica, transcripcion de genes, diferenciacién celular, respuesta inmunoldgica,
entre otros (descripcion en capitulo 3.2). Por ello, el papel de estas proteinas en la
transformacion podria asociarse con la exacerbacion de sus funciones debido a la
desregulacion de su expresion por la pérdida de E2 en el evento de insercion, dando
como resultado pérdida de control en el ciclo celular y en mecanismos de respuesta a
dafio del DNA que conducen sinérgicamente a la oncogénesis por la inestabilidad del
genoma en el tejido infectado y acumulacion de mutaciones [16]. De manera especifica se

puede encontrar lo siguiente para cada una de las oncoproteinas:

a) E6

e Acumulaciobn de mutaciones gendmicas en los queratinocitos
infectados. Las mutaciones son debido a la degradacion de p53 y otras
proteinas reparadoras del DNA como XRCC1 (siglas en inglés de X-ray
Repair Cross-Complementing Protein 1) [428], O6MGT (siglas en inglés de
O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) [178], MGMT (del inglés O°-
alkylguanine DNA alkyltransferase) [429] y MCM7 (MCM, siglas en inglés
de Minichromosome Maintenance Complex Component) [16], aumentando

la inestabilidad genética de las células infectadas [152, 430].

e Inhibicion de la apoptosis. E6 bloquea la apoptosis por medio de su
interaccion con diversas moléculas, como p53 [160], Bak [178], procaspasa
8 [178], MAGI-2 y -3 [221], NF-KB [178], IRF3 [178], TLR9 [16], TNF [233],
entre otras, permitiendo la extension del tiempo de vida de las células
infectadas en condiciones no aptas y dejando a la célula desprotegida de

los efectos perjudiciales de las mutaciones en su DNA [160].

e Promocidn de la proliferaciéon celular y crecimiento independiente de
anclaje. Al incrementar la actividad de la via de sefializacion de MAPK
[244], y al entorpecer las uniones célula-célula y célula-matriz extracelular
por la interaccién de E6 con proteinas como MAGI-1 [221], hDlg [240],
hScrib [241], paxillina [242]. La pérdida de la adhesién, polaridad celular y
estructura del citoesqueleto puede contribuir al establecimiento de un
proceso de carcinogénesis [431], ya que el contacto celular con la matriz y

otras células es necesario para mantener la morfologia y para controlar la
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b) E7

proliferacion y migracion celular [160]. La pérdida de la dependencia del
anclaje juega un papel importante en la oncogénesis, pues contribuye al

desarrollo de un fenotipo metastasico [160].

Entorpecimiento de la diferenciacién celular. E6 de HPV-16 afecta la
diferenciacién al interrumpir el contacto entre las células y la matriz
extracelular [106, 160] y posiblemente al interactuar con el receptor E6BP,

lo cual aumenta la resistencia de los queratinocitos al calcio [238, 239].

Promocién de la proliferacién celular. E7 inhibe la expresion o accién de
reguladores negativos negativos del ciclo celular (pRb, p107 y p130 [190,
193], p21, p27 [16], TGF-B2 [16, 208]) mientras activa proteinas
relacionadas con la promocion de la transicion celular G1/S y la sintesis de
DNA (A/CDK2, E/CDK2 [203], Cdc25A [204], AP-1 [205]) [1, 424]. E7
también activa la enzima a-glucosidasa [212], lo que puede impulsar la
hiperproliferacién celular por agotamiento de reservas de glucégeno o
representar los requerimientos de energia de células que proliferan
descontroladamente [152]. Ademéas, E7 provoca un incremento en los
niveles del factor de transcripcion c-Myc y aumenta su actividad de
transactivacion [205]. c-Myc forma parte de la familia de protooncogenes
MYC, que se encuentra entre los genes mas estudiados en el cancer ya
que activan la expresién de muchos otros involucrados en la proliferacion y

a menudo se expresan de forma constitutiva en el cancer [432].

Entorpecimiento de la diferenciacion celular. Los reguladores negativos
del ciclo celular mencionados en el parrafo anterior juegan un papel
importante en promover la diferenciacién en los queratinocitos [16], por lo
que al ser inhibidos por E7 se perturba el estrecho vinculo entre la
diferenciacion celular y la proliferacion en el epitelio normal, lo que permite
que el virus se replique en células en proceso de diferenciacién que ya han
salido del ciclo celular y no son permisivas para la sintesis de DNA [152,
159].
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Las funciones adicionales descritas para E6 y E7 que no son indispensables para
completar la infeccién productiva de HPV pero estan implicadas en el proceso de

transformacion maligna son:

a) E6

e Activacion de la telomerasa celular. E6 puede inducir la transcripcion de
la subunidad catalitica de la telomerasa (hTERT, del en inglés de Human
Telomerase Reverse Transcriptase) por un mecanismo que parece estar
mediado por la degradacién de NFX1-91 (represor del promotor de hTERT)
por E6/EAP [433, 434]. Se desconoce la razén por la que el HPV activa la
telomerasa, ya que la inmortalizacion de las células no es necesaria para la
replicacién del HPV. Una posibilidad es que la activacion de la telomerasa
permita una extension de la vida util de los queratinocitos que proporciona
una ventaja para la replicacion, o el hecho de que TERT tenga otras
funciones ademas del alargamiento de los telomeros, tales como la
inhibicion de la apoptosis, le confiere a ciertos HPV la oportunidad de
aumentar su replicacion o supervivencia celular [178, 435]. Al entorpecer el
proceso de senescencia celular con la telomerasa, se estimula la
inmortalizacién de las células infectadas [160, 401], en consecuencia,
existe una fuerte correlacién entre la capacidad de E6 de ciertos tipos de

HPV para activar el promotor TERT y su asociacion con el cancer [436].

e Activacion del gen del VEGF. Se ha propuesto que el efecto estimulante
de E6 sobre el promotor de VEGF puede deberse a un efecto secundario
positivo en la actividad de otros factores de transcripcion como Sp-1, o ser
la respuesta a la degradacion del factor inducible de hipoxia 1 alfa (HIF-1q,
siglas en inglés de Hypoxia Inducible Factor 1a), un factor de transcripcion
involucrado en la activacién del promotor de VEGF en respuesta a hipoxia
[437]. El reclutamiento de nuevos vasos sanguineos hacia las células
transformadas es un paso esencial para la expansion progresiva de los

tumores [44].
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b) E7

Inestabilidad gendmica. Esta se debe a la acumulacion de anormalidades

del centrosoma y/o multinucleizacion en células que expresan E6 [245].

Inhibicién de la apoptosis. E7 se une y promueve la protedlisis de IGFBP-
3 (siglas en inglés de Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3), una
proteina que suprime la proliferacion e induce apoptosis y que se
sobreexpresa en células senescentes [438]. Ademas, se ha descrito que la
pérdida de pRb en células epiteliales, causa una disminucién en la

apoptosis e induce el crecimiento independiente de anclaje [427].

Inestabilidad gendomica. Se pueden encontrar  centrosomas
supernumerarios y aneuploidia por la activacion atipica de CDK2 en
células que expresan la proteina E7 del HPV-16 [205]. Esta proteina
también induce defectos en la alineacibn cromosémica durante la
prometafase al provocar la deslocalizacion de la dineina de los husos
mitéticos e interactuar con la proteina 1 del NuMA (siglas en inglés de
Nucleus and Mitotic Apparatus) [412, 439]. Esta interrupcién de la red
NuMA/dineina puede resultar en errores mitéticos que harian que una
célula infectada sea mas propensa a la acumulaciéon de aneuploidia. E7
produce anormalidades numéricas del centrosoma en queratinocitos
humanos, causadas por una mayor sintesis de centriolos [218]. La
capacidad de E7 de HPV-HR para inducir rapidamente anormalidades del
centrosoma y una mayor plasticidad del genoma celular del hospedero
apunta a una funcion importante de esta proteina como un agente
mutagénico inductor de mitosis [152].

En general, durante la infeccién productiva, E5, E6 y E7 desarrollan una amplia gama de
funciones que interfieren con el control de procesos biolégicos importantes, por lo que sus
niveles aumentados contribuyen directamente a generar cambios celulares que conducen
a la acumulacion de alteraciones genémicas en los queratinocitos infectados que pueden
conducir al desarrollo de cancer [160, 427]. Dichas alteraciones se acumulan durante
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afios, y en el caso de OPC HPV+ el cancer puede no diagnosticarse hasta 1-3 décadas

después de que una persona se infecté con el virus [27].

En el capitulo 3 se mencionaron las alteraciones esenciales en la fisiologia celular

gue dictan colectivamente el crecimiento maligno, que en resumen son [42-44]:

a)

b)

d)

Menor dependencia de factores de crecimiento externos. Las células cancerosas

estimulan su propia proliferacion y, por lo tanto, dependen menos de factores de
crecimiento de fuentes fisioldgicas. Esto se puede hacer produciéndolos o
provocando anomalias en los sistemas de sefalizacién intracelular (p. e€j.
promover la actividad de los receptores de factores de crecimiento como el
EGFR).

Evasion de la apoptosis. Las células transformadas exhiben un mayor tiempo de

vida en comparacién con sus contrapartes normales, lo cual permite que las
células continden su ciclo celular en condiciones no aptas (p. €j. después de dafio
al DNA).

Potencial replicativo ilimitado. Puede ser por altos niveles de telomerasa,

insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento o bloqueo de la detencién

en los puntos de control del ciclo celular.

Promocion de la angiogénesis. Las células cancerosas secretan factores de

crecimiento que promueven la formacién de nuevos vasos sanguineos para
suministrar oxigeno y nutrientes a las células tumorales en proliferacion. Esto
también puede brindar una oportunidad inmediata para que las células cancerosas

ingresen al sistema circulatorio y comiencen el proceso metastasico.

Alteracién de las interacciones célula-célula y célula-matriz. Representan la
pérdida de interacciones que mantienen la morfologia, proliferacion y migracion
celular bajo control. Esto contribuye a la capacidad de las células malignas para

invadir y hacer metastasis.

83



f)

9)

h)

Invasion de tejidos y metdstasis. Produccion de enzimas que degradan la matriz

extracelular y permiten que las células cancerosas invadan tejidos, canales
linfaticos y vasos sanguineos, también puede ser un efecto secundario de la

pérdida de anclaje y la promocién de angiogénesis.

Diferenciacién pobre. Pérdida de respuesta a agentes inductores de la

diferenciacidn, para promover la proliferacién activa continua, ya que la mayoria de
las células completamente diferenciadas cesan la division celular o se dividen en

pocas ocasiones.

Cambios en la estructura y funcion de la membrana celular. Componentes

alterados de la membrana, aparicion de antigenos asociados a tumores,
mecanismos de transduccion de sefiales alterados (incluidos receptores de
factores de crecimiento constitutivos, cascadas de fosforilaciéon y mecanismos de

desfosforilacion) y consumo incrementado de biomoléculas.

En la tabla 4, se presenta una comparacion de las alteraciones de las células cancerosas

y las funciones de las oncoproteinas de HPV-HR discutidas anteriormente:

Tabla 4. Comparacion de las funciones descritas para las oncoproteinas de HPV-HR y las

alteraciones celulares que dictan colectivamente el crecimiento maligno

Alteracién E5* E6 E7
Menor dependencia de factores de crecimiento X X X
externos
Evasion de la apoptosis X X
Potencial replicativo ilimitado X X
Promocién de la angiogénesis X X
Invasion de tejidos y metastasis X X
Alteracion de las interacciones célula-célulay X X
célula-matriz
Diferenciacion pobre X X X
Cambios en la estructuray funcién de la X X
membrana celular

* A pesar de sus funciones como oncoproteina, E5 juega un papel menor en la transformacién

maligna en comparacion con E6 y E7 [16, 150, 418].
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Por lo tanto, la desregulacion en la expresién de las oncoproteinas virales a lo
largo de la infeccidn persistente puede iniciar el proceso de transformaciéon y ayudar a
mantener el fenotipo maligno [106, 139, 387], ya que favorece que las células infectadas
adquieran caracteristicas anormales en los mecanismos que regulan su proliferacion,
diferenciacién y supervivencia [42], lo que puede conducir al desarrollo y progresiéon de
lesiones cancerosas [156]. Al respecto, E6 y E7 se expresan de forma consistente en los
tumores OPC HPV+ [139] y son necesarias para la induccién y mantenimiento del fenotipo
transformado [387]. Las funciones individuales de estas oncoproteinas en el desarrollo de
la malignidad se han estudiado en ratones transgénicos, y se encontré que las células que
expresan E7 exhiben una tasa mucho mas alta de promocién de tumores que las que
expresan E6 [427], por lo que E7 causa principalmente tumores benignos y altamente
diferenciados, mientras que E6 contribuye débilmente a las primeras etapas, actuando
principalmente durante la progresion del tumor, acelerando la conversién maligna de los
tumores benignos (Tabla 4) [160, 440]. Esto sugiere que las dos oncoproteinas juegan
diferentes roles en el proceso de carcinogénesis y actlan cooperativamente para inducir

la transformacion maligna celular (Figura 37) [160].
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Figura 37. Propuesta de la cooperacién de E6 y E7 en la transformacion maligna. E7 causa
principalmente tumores benignos, mientras que E6 acelera su conversion maligna por acumulacion
de mutaciones debido a las funciones discutidas anteriormente. Modificado de [160].

E6 y E7 promueven la oncogénesis por diferentes mecanismos (Tabla 4), y
aunque su expresién individual puede inducir hiperplasia epitelial (E7) y tumores (E6)
[440], la eficiencia de transformacién maligna aumenta cuando se expresan juntas [178,
424, 441]. Sin embargo, los queratinocitos transformados por E6 y E7 solo forman

tumores malignos en ratones desnudos después de que se induce la expresién de
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oncogenes [442] o después de un gran niamero de pases en cultivo de tejidos [160], lo
que indica que las células estan transformadas so6lo parcialmente [443]. La falta de
capacidad de los queratinocitos orales inmortalizados para formar tumores indica que,
aunque la desregulacién de las oncoproteinas del HPV en infecciones persistentes es un
evento necesario para la progresién a OPC HPV+ [21, 25, 26, 74, 84], la infeccién con
HPV por si sola puede no ser suficiente [443] y que se requieren otros eventos genéticos
para la transformacion maligna completa, por ejemplo, mayor expresion de oncogenes del
hospedero, formacién de nuevos oncogenes o expresidn insuficiente de genes supresores
de tumores [43]. La hipétesis de que la infeccion persistente por HPV in vivo podria
requerir eventos moleculares oncogénicos adicionales se basa en la rara aparicion de
cancer en comparacion con la alta prevalencia de infeccion por HPV y el largo periodo de
incubacion entre la infeccion inicial y el desarrollo del cancer [140]. La exposicion a
carcinégenos ambientales como el tabaco y alcohol que estan en contacto directo con el
epitelio oral [85], puede ser un cofactor importante para la progresion maligna de las
células infectadas por el HPV [405]. Al respecto, los queratinocitos orales humanos
pueden transformarse completamente in vitro mediante la exposicién secuencial a un
HPV-HR y carcinégenos quimicos [396], p. ej. N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina [405] y
4-nitroquinolina-N-éxido [427]. Actualmente no esta claro el grado de relevancia que la
exposicién a carcinégenos puede tener con la infeccion por HPV para causar OPC [66],
pero posiblemente a través de una accidn sinérgica combinada, mas de un factor de

riesgo esta involucrado en el desarrollo y progresion de OPC HPV+ [405].

Por dltimo, cabe mencionar que el CC se ha utilizado desde hace tiempo como
modelo en la patogénesis de las neoplasias malignas mediadas por la infeccién por HPV
en diferentes zonas anatémicas (pene, vulva, orofaringe, etc.) debido a la presencia
general de células cancerosas que expresan E6 y E7 en capas superficiales del epitelio
(en lugar de seguir el patron de expresion viral de la infeccién productiva) en las diferentes
zonas anatémicas afectadas [1, 139]. En el CC, la infeccién persistente por HPV causa
lesiones precursoras del cancer llamadas lesiones intraepiteliales escamosas (SIL, siglas
en inglés de Squamous Intraepitelial Lesions) que se clasifican en 3 grupos de riesgo
progresivo segun la proporcion de epitelio anormal, designados como Neoplasia
Intraepitelial de Cérvix (CIN, del inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia) 1, 2 6 3 [444].
Las SIL pueden ser de bajo grado (LSIL, del inglés Low-grade Squamous Intraepitelial

Lesions) cuando abarcan menos de un tercio del epitelio (CIN1) y de alto grado (HSIL, del
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inglés High-grade Squamous Intraepitelial Lesions) cuando abarcan dos tercios (CIN2) o
mas (CIN3, carcinoma in situ) de todo el epitelio cervical (Figura 38) [444-446]. Las
lesiones CIN1 normalmente conservan la capacidad de completar el ciclo productivo del
HPV y producir particulas de virus, pero las CIN2 y 3 estan asociadas con un mayor
riesgo de integracion del genoma viral, acumulacion de cambios genéticos y progresién a

cancer [20].

........
<2/ Células no infectadas
(\-C? Células transformadas

‘ Células que expresan E4

@ Expresion de E6 y E7
e ® Amplificacion del genoma de HPV
o ol .
yarai e O Expresion de L1y L2

Cancer
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Figura 38. Esquemade CIN 1, 2y 3y CC. Conforme avanza el grado de la lesion, la expresion de
E6 y E7 se desplaza a capas mas superficiales del epitelio hasta llegar al punto donde se expresan
en todo el tejido. Modificado de [447)].

Este modelo es parcialmente Util para explicar la patogénesis del OPC HPV+, ya
que comparte el evento de integracion del vDNA al genoma del hospedero, la
inestabilidad genémica incrementada por la desregulacion de las oncoproteinas de HPV y
la expresion de E6 y E7 en las capas superficiales del epitelio, pero a diferencia del CC,
en OPC no se han identificado lesiones precursoras intraepiteliales [139] por lo que no se
ha podido verificar hasta qué grado la progresién del cancer es similar entre ambas zonas

anatémicas.

3.4 Respuesta inmune contra el HPV en el OPC

El desarrollo de cancer en las amigdalas inducido por un agente biolégico puede parecer
paradéjico, dado que las amigdalas son tejidos linfoides asociados a mucosas que
participan en la defensa del hospedero al captar antigenos que ingresan al tracto
aerodigestivo superior para ser presentados a células de la respuesta inmune [448]. El
contacto antigeno-sistema inmune se da en las criptas de las amigdalas [140, 141], donde

se pueden distinguir cuatro compartimentos histoldgicamente bien definidos que
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participan en dicha respuesta inmune (Figura 39): el epitelio reticular que reviste a las
criptas y que tiene una membrana basal porosa que facilita el trafico de células
inmunolégicas [137-139], los centros germinales (agregados de linfocitos B), cada uno
rodeado por una zona del manto de linfocitos densos y pequefios, y entre centros

germinales (zona extrafolicular) se encuentran areas de células T [449].

Epitelio de cripta reticulado

Células M

Células B

Células T: CD4+ > CD8+
Células plasméticas
Macréfagos

Células dendriticas interdigitantes
Células cebadas

Infeccidn viral

Epitelio superficial

Foliculo linfoide secundario 57 -
Regidn extrafolicular

Células T: CD4+ > CD8+

Células dendriticas interdigitantes
Células B

Células plasmaticas
Macroéfagos

Epitelio de cripta reticulado

Oa0

Vénula endotelial alta

<
5@

CélulaT
CélulaB

Foliculo linfoide

Células B

Células dendriticas foliculares
Células T

Células plasmaticas

Figura 39. Estructura de una cripta amigdalar. Las criptas estan revestidas por epitelio
reticulado y tienen otros compartimentos especializados, incluidos los centros germinales (azul
claro), zona del manto (azul oscuro) y regiones extrafoliculares (morado). Las criptas constan no
solo de células epiteliales, sino también de células inmunoldgicas. Modificado de [448].

A pesar de que las amigdalas son un tejido con actividad inmunolégica, se ha
sugerido que tras el establecimiento de la infeccién por HPV en el epitelio reticulado de
las criptas, el tejido favorece la infeccion persistente por HPV debido a la alta expresion
de PD-L1 [139], una proteina que se induce en respuesta a citocinas inflamatorias como
el IFN-y y se une a su receptor PD-1 (siglas en inglés de Programmed Death-1) presente
en las células T. Esta unién, lleva a las células a apoptosis, anergia y agotamiento
funcional, efecto que protege a los tejidos de la inflamacion mediada por células T [145].
La modulacion de la duracién y amplitud de la respuesta inmunitaria montada en las
amigdalas es importante debido a que las criptas son susceptibles a la acumulacion de
moléculas ajenas al hospedero, por lo que el tejido esta sujeto a una activacién inmune

cronica, lo cual impulsa la expresion de PD-L1 para proteger la auto-tolerancia [145, 450].
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La expresion selectiva de PD-L1 en la profundidad de las criptas hace a esta region un
sitio inmunolégico privilegiado que facilita la evasion inmunitaria del HPV por la inhibicién

de la funcion efectora de las células T [145].

3.4.1 Respuesta inmune durante la infeccion productiva por HPV

Un mecanismo para la eliminacién del HPV es la descamacion gradual de las células
infectadas, aunque este escenario conduce a una resolucion parcial con posible
mantenimiento de la infeccion latente en una o mas células basales [11]. Por otra parte, la
respuesta inmune mediada por células juega un papel central en la eliminacién de las
infecciones por HPV [18] y su activacion conduce a la acumulacion de células T en la
vecindad de la lesiébn mas un cierto grado de infiltracion [20]. Al respecto, la respuesta
inmune innata tiene una importante contribucién por medio de las células dendriticas.
Estas células presentadoras de antigeno (APC, del inglés Antigen Presenting Cell) son
esenciales para la induccidon de la respuesta adaptativa contra proteinas tempranas del
HPV ya que activan a linfocitos T y B [53, 369]. Por otra parte, los macréfagos remueven
los remanentes de las células infectas y secretan citocinas proinflamatorias como TNF-a e
IL-17 que promueven la infiltracion de otras células inmunitarias en el sitio de la infeccion
[451, 452] y las células NK destruyen células infectadas que tienen un ndmero bajo de
MHC-I o cuyos TLR9 fueron activados por DNA viral [453].

Una vez que se ha montado la respuesta inmune adaptativa, los linfocitos T
citotéxicos (CTL, del inglés Cytotoxic T Cell Lymphocytes) o CD8+ y las células T
auxiliares de tipo 1 (Thl, del inglés Type 1 T helper cell) o CD4+ son los componentes
mas importantes de la respuesta celular para eliminar la infeccion [11]. Los CTL
reconocen y eliminan a las células infectadas [277] y los CD4+ Thl producen citocinas
proinflamatorias que inducen un estado antiviral en las células y ayudan a la activacion de
las CTL [11]. Idealmente, las células diana para la lisis mediada por CTL son los
gueratinocitos infectados en las capas intermedias del epitelio escamoso, donde las
proteinas tempranas de HPV se expresan abundantemente, contrario a las proteinas
tardias, que se expresan en las capas superficiales del epitelio donde las células
infectadas se estan desprendiendo y estan fuera del alcance de los linfocitos [11]. Por
ultimo, la activacién de linfocitos B y secrecion de anticuerpos anti-HPV, especialmente

anti-capside, ha demostrado proteger contra infecciones futuras, mientras que los
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anticuerpos contra las proteinas tempranas se han propuesto como marcadores de la

etapa de la infeccién y prondéstico de la enfermedad [11, 454].

3.4.2 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune

La respuesta inmune innata y la adaptativa participan en el control de las infecciones por

HPV, pero a su vez, el virus posee diferentes estrategias que evitan o inhiben la respuesta

inmune del hospedero para impedir el reconocimiento y eliminacion de las células
infectadas [18]:

a)

Ignorancia inmunoldgica.

Una estrategia viral clave para evitar al sistema inmunolégico es mantener un perfil
bajo. Diversos factores minimizan la exposicién del HPV al sistema inmune,
reduciendo la oportunidad de deteccion de la amenaza por parte del hospedero
[11]:

e Lainfeccién por HPV no causa necrosis, viremia, ni citélisis, lo que provoca
una nula o baja liberacién de citocinas proinflamatorias en el entorno local
[455].

e EI HPV es un patbgeno intracelular cuyas proteinas no son secretadas y
que en general se expresan en un nivel bajo [456].

e La produccion de viriones sucede en las capas superiores del epitelio,
donde la presencia de células inmunitarias es menor [316], ademas de que
los viriones son liberados de queratinocitos en proceso descamacion, por lo
gue no se emiten sefiales de peligro por la muerte de las células infectadas
[453].

b) Modulacién de la apoptosis.

E6 y E7 promueven la resistencia celular a la apoptosis mediada por TNF
producido porlos CTL [214, 223].

Desrequlaciéon de las respuestas al interferdn.

Los IFN son citocinas antivirales, inmunoestimuladoras e inhibidoras de la

proliferaciéon celular [456]. Los IFN de tipo | (a, B, k) son la primera linea de
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defensa inmunitaria contra las infecciones virales, provocando el llamado estado
antiviral en las células infectadas y mejorando las respuestas inmunitarias
mediante la estimulacion de las DC [456]. EI HPV ha desarrollado una gran

cantidad de mecanismos que limitan este mecanismo clave de defensa antiviral

[1]:

e EG6 inhibe a IRF3 y anula su capacidad para inducir la expresiéon de IFN-
[456] y la apoptosis de células infectadas [20, 178].

e EG6 interfiere con la cinasa TYK2 necesaria para la activacion de la
transcripcion de genes estimulados por IFN, cuyos productos asumen roles
diversos en la respuesta antiviral celular [457].

e E7 es capaz de inhibir los factores de transcripcion IRF9 e IRF1, inhibiendo
la formacion del complejo de transcripcion de ISGF3 y bloqueando la
transcripcién de IFN-B, respectivamente [20, 217, 456].

¢ E7 puede interactuar con p48, el componente de union al DNA de ISGF3 y
prevenir su translocacién nuclear tras la estimulacion con IFN-a, lo cual

compromete severamente la sefalizacion celular por esta molécula [216].

d) Modulacién de las APC.

Las APC profesionales son células inmunes que expresan constitutivamente
moléculas MHC-II en su superficie y se especializan en presentar antigenos a las
células T [458]. Entre ellas, las DC y las células de Langerhans (LC, del inglés
Langerhans Cells) son APC importantes en la presentacion de antigenos
asociados al HPV para activar la proliferacion de CTL [458, 459]. Por lo tanto, la
interferencia de HPV en el trafico y la maduracién de APC ayuda a la evasion
inmune del virus al limitar la estimulacion de las células T efectoras [369]. Al
respecto, las lesiones HPV+ se caracterizan por una disminucién en el nimero de
LC y DC (con alteraciones morfoldgicas adicionales) [11], esto se ha atribuido a la
expresion reducida de E-cadherina en queratinocitos infectados por la accién de
E6y E7, ya que las APC normalmente se adhieren a los queratinocitos a través de
esta molécula y migran fuera de las areas con expresion reducida de E-cadherina
[456, 460, 461]. Asimismo, las LC y DC vecinas a la lesibn muestran fenotipos

inmaduros, caracterizados por baja concentracion de moléculas MHC y de
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moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 [369]. Esto se ha atribuido a L2 y

E7, aunque el mecanismo sigue siendo desconocido [11, 456].

El HPV también puede interferir en los procesos de las APC al inhibir la
transcripcion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias en los queratinocitos
infectados, necesarias para desencadenar el inicio de la respuesta inmune [11,
456]. Se ha observado que E6 y E7 inactivan a NF-kB, factor importante para la
produccion de citocinas proinflamatorias (p. €j. IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, TGF-ay By
TNF-a) [11, 18, 462]. Asimismo, regulan a la baja la secrecién de MIP1a (siglas
en inglés de Macrophage Inflammatory Protein 1a) [18], lo que conduce a una
menor atraccion de APC hacia las regiones infectadas [456]. Por otra parte, E7
regula negativamente a CXCL14, una quimiocina ampliamente expresada en
tejidos normales como células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos y ciertas
células inmunes, para atraer DC, monocitos, neutrofilos y NK [18]. E7 también
inhibe la expresion de CCL20 en queratinocitos, necesaria para la migracién de
LC inmaduras [18]. Al mismo tiempo, E6 inhibe la liberacién de MCP-1 (siglas en
inglés de Monocyte Chemoattractant Protein-1), lo que interfiere con la

quimiotaxis de los macréfagos [18].

e) Perturbacién del procesamiento y presentacién de antigenos.

Las MHC-I y -1l desempefian un papel fundamental en la rama adaptativa del
sistema inmunolégico, ya que ambas comparten la tarea de presentar péptidos en
la superficie de las células para ser examinados por células T: la presentacion de
antigeno mediante MHC-Il por APC (profesionales o no profesionales) activa las
células T naive para montar una respuesta inmunitaria celular especifica [463],
mientras que la presentacion de antigeno por MHC-I en células nucleadas es
utilizada por las CTL para reconocer y destruir células infectadas y tumorales
[277]. De esta forma, las proteinas MHC son esenciales para el montaje de la
respuesta inmune adaptativa y el HPV también posee mecanismos para regular
negativamente a estas proteinas y a los componentes de su maquinaria de
procesamiento de antigeno, previniendo asi la presentacién inmune de péptidos
virales y disminuyendo el reconocimiento por CTL de las células infectadas [215,
271]. Al respecto, E5 disminuye la presencia de MHC-I en la superficie celular al

interactuar directamente con el componente de cadena pesada del MHC-I [277,
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f)

279]. Se ha observado que la baja en la expresién se limita a los tipos HLA-A 'y -B,
sin disminucién en la expresién total de HLA-C y -E [464], asi que como todavia se
expresan HLA-C y -E, las células infectadas con HPV no se convierten en
objetivos de las NK, que en general destruyen las células con expresion reducida
del MHC-I [456, 464]. E5 también inhibe el procesamiento endosdmico de la
cadena invariante (li) de MHC-II, afectando la carga adecuada de péptidos en la
molécula y provocando la expresion disminuida de MHC-II en la superficie célular
[271] y junto con E7, pueden retener el MHC-I en el aparato de Golgi y reticulo
endoplasmético al interactuar con TAP1 [271, 279], una proteina clave para el
transporte de péptidos antigénicos desde el citosol al reticulo endoplasmaético,
donde se montan a las moléculas MHC-I nacientes [215]. Por otra parte, E7
reprime el promotor del gen de cadena pesada del MHC-I [456] y junto con EB6,
inhibe la transcripcion del receptor TLRY, facilitando la evasion de la respuesta

inmune innata [16, 237].

Ademas de las estrategias de evasion inmunitaria del HPV para amortiguar la
expresion de MHC, la ausencia de inflamacion/escasa liberacion de citocinas
locales debido al caracter no citolitico de la infeccion por HPV y el bajo nivel de
expresion de las proteinas del HPV, alteran la presentacion adecuada de
antigenos y pueden desempefiar un papel en la promociéon de la tolerancia
inmunitaria al HPV [11, 20]. Ademas, la tolerancia y la anergia de las células T se
han relacionado con el hecho de que los queratinocitos pueden expresar MHC-II
tras la estimulacién con citocinas (en particular IFN-y) y presentar antigenos a las
células T naive [11, 465], sin embargo, al no ser APC profesionales, los
gueratinocitos expresan BB-1 como ligando para CD28 en lugar de B7-1 0 B7-2, lo
que causa la falta de entrega de sefiales coestimuladoras necesarias para la

activacion de las células T [11].

Polarizacion del fenotipo de células T.

Ademas de una respuesta CTL, se necesita una respuesta robusta de células T
CDA4+ para la eliminacion eficaz de HPV [456]. Durante su activacion, las células T
CD4+ naive tienen el potencial de diferenciarse en varios linajes efectores Th
segln las sefiales que reciben del entorno de citocinas locales [369]. Una

respuesta inmune anti-viral requiere una respuesta Thl [20], por lo tanto, otro
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9)

mecanismo de evasion inmunitaria empleado por HPV es modificar la composicion
de las células T CD4+ en el microambiente de la lesién al inducir un cambio de la
diferenciacion de Thl a Th2 [18]. Las células Thl producen principalmente
citocinas proinflamatorias (IFNy, IL-1(3, IL-18 e IL-2) y generan respuestas inmunes
celulares contra patdégenos intracelulares como bacterias y virus. Por el contrario,
las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y promueven respuestas

inmunes humorales contra patégenos extracelulares [18].

La influencia de HPV en la polarizacion de CD4+ se ha asociado a que E5
promueve el secuestro y degradacion de CD1d, una molécula centinela expresada
en la superficie de varias APC que une la inmunidad innata y adaptativa y que
puede modular la polarizacién Th1/Th2 [282, 456], ademas de que E5 también
inhibe la produccién de IL-12 (mediada por CD1d), una citocina proinflamatoria

gue promueve la diferenciacion a Thl [282].

Deterioro de la actividad de las células NK.

Las células NK estan asociadas con la regresion de lesiones inducidas por HPV
[11] y el deterioro en su actividad se ha encontrado en pacientes con infeccién
persistente por HPV y cancer cervical (CC) [466]. Se ha descrito que la expresion
aumentada de IL-10 y la regulacién a la baja de los IFN-I en las lesiones HPV+
(debido a la promocién de Th2 y la expresién de E6/E7 en queratinocitos
infectados) suprime la diferenciacion y activacién de las células NK [369]. Ademas,
la produccion de IL-10 genera un entorno inmunosupresor que disminuye la
expresion de MHC-I mientras aumenta la de moléculas MHC no clasicas como
HLA-G, que pueden inhibir la actividad de NK y CTL, ademéas de modular en las

APC su maduracion, trafico y presentacion [456, 467].

Como se menciond anteriormente, E5 promueve el secuestro y
degradacion de CD1d [456], una proteina MHC no clasica que activa una clase
especial de células T, conocidas como células T asesinas naturales (NKT, siglas
en inglés de Natural Killer T) [468]. A menudo se les considera células inmunes
innatas porque expresan un TCR semi-invariante y liberan grandes cantidades de
citocinas proinflamatorias al reconocer a las moléculas CD1d que presentan

antigenos lipidicos en la superficie de las APC y de las células tumorales [369]. La
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disminucion de CD1d resultado de la expresion de E5 podria ayudar a las células

infectadas por HPV a evadir la actividad de las células NKT [369].

3.4.3 Anticuerpos anti-HPV

Durante el ciclo viral, las proteinas tempranas del HPV llevan a cabo sus funciones en el
interior de las células infectadas, mientras que las proteinas tardias (capside), se
expresan en las capas superiores del epitelio para el armado de las particulas virales.
Este proceso dificulta la exposicién de los antigenos virales al sistema inmunoldgico y
retarda el montaje de la respuesta humoral frente a la infeccion por HPV [11]. Sin
embargo, eventualmente la produccidn de anticuerpos anti-HPV es generada contra todas
las proteinas del HPV, aunque los anticuerpos contra las proteinas L1, E4, E6 y E7 del
HPV-16 son los mas estudiados [453, 469].

A pesar de que en pacientes con lesiones HPV+ se presentan niveles elevados de
citocinas Th2 (IL-4, IL-10, IL-6) promotoras de la liberacion de anticuerpos [470], la
presencia de titulos elevados de anticuerpos anti-HPV no es efectiva para la eliminacion
del virus tras establecerse la infeccion debido a la naturaleza intracelular y no litica del
HPV [11, 471]. Sin embargo, la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-HPV ha
demostrado ser Util para proteger de infecciones futuras al bloquear la union del virus a
las células epiteliales de la mucosa [11]. Dichos anticuerpos reconocen principalmente a la
proteina principal de capside L1 [1, 18], donde los epitopos neutralizantes se encuentran
en los bucles superficiales que conectan a las laminas B, sin que ninguna regién sea
inmunodominante (1-10 péptidos reconocibles, ubicados a lo largo de la proteina) [302,
303, 472]. A pesar de que L1 estd muy conservada entre los HPV, la inmunidad por
anticuerpos es altamente especifica del tipo de HPV, por lo que la neutralizacién cruzada
entre tipos es déhil y no consistente, posiblemente por las diferencias de conformacion

entre los bucles de distintos tipos virales [1, 304, 473].

En términos de inmunidad contra el HPV, se pueden esperar diferentes isotipos de

inmunoglobulinas [103]:

e IgM, marcador de primoinfeccién, encontrado en etapas tempranas de la

respuesta inmune.
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e IgA, marcador de respuesta inmunolégica de memoria en mucosa, encontrado
después del cambio de isotipo de inmunoglobulina.
e 1gG, marcador de la respuesta inmunolégica de memoria sistémica, encontrado

después del cambio de isotipo.

Las IgG sérica e IgA en mucosa contra HPV juegan un papel importante en la
defensa del hospedero, considerdndose su presencia simultdnea como un factor protector
contra la infecciéon subsiguiente [11, 12], aunque se ha sugerido que las IgA son mas
relevantes que las IgG en la neutralizacion de viriones debido a que son una linea de
defensa en el sitio real de infeccion local y de generacion mas rapida contra el HPV [11,
471].

Como se menciond anteriormente, la infeccion por HPV también genera una
respuesta humoral contra las proteinas tempranas del HPV, que aunque no es protectora,
continla bajo investigacion por su posible uso como biomarcador de la etapa de la
infeccion [453]. Basado en el comportamiento de expresion de proteinas durante el ciclo
infeccioso del HPV (Figura 40), la deteccion de anticuerpos anti-E7 se ha asociado a
infecciones en etapas iniciales y los anti-E4 a infecciones productivas en etapa de
replicacién viral abundante [12, 103], de manera que los anticuerpos IgM+IgA+IgG e
IgA+IgG anti-E4, se consideran un marcador de exposicion al HPV al ser frecuentes en
ausencia del vDNA, mientras que los perfiles de anticuerpos anti-E7 que incluyen IgM son
marcadores de exposicion reciente a la infeccién viral, ya que son poco frecuentes una
vez que se ha eliminado la infeccién probablemente por la breve y baja expresion de la
proteina al inicio del ciclo viral [12]. La deteccién exclusiva de isotipos de memoria (IgA o
IgG) anti-E4 y/o anti-E7 sugiere que se cursan/cursaron infecciones persistentes [12].
Asimismo, la respuesta humoral generada se ha sugerido como biomarcador de la
gravedad de las lesiones HPV+ con fenotipo maligno, especialmente en cérvix, donde E4
esta practicamente ausente en el tejido afectado, mientras que la expresion de E7 se da
en todas las capas, por lo que la respuesta anti-E4 se ha asociado con lesiones de bajo

grado y los anticuerpos anti-E7 con lesiones de alto grado y CC [103, 169, 474].
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Figura 40. Perfiles de anticuerpos posibles segin la etapa de la infeccion por HPV.
Modificado de [12].

Los perfiles de inmunoglobulinas observados durante una infeccién por HPV
pueden reflejar no solo la etapa de la infeccion, sino también su localizaciéon anatémica
[103]. La combinacién de los anticuerpos generados dan lugar a perfiles seroldégicos que
pueden auxiliar a diferenciar el sitio donde esta presente el cancer asociado al HPV, como
ha sido el caso del perfil anti-E4 + anti-E7 para lesiones CIN 1-2 [475] y anti-E1/E2 + anti-
E6 para OPC [454]. Los anticuerpos anti-E6 se asocian diferencial y significativamente al
OPC [27, 103, 448], convirtiéndolo en un biomarcador prometedor para este tipo de
cancer por su especificidad ya que su presencia no esta asociada con canceres en otros
sitios de la cabeza y cuello [476] y hay escasa presencia sérica en individuos sanos (0.5%
a 5%) [27], ademas que se ha reportado su deteccién en algunos pacientes mas de 10
afios antes del diagnéstico de OPC [448, 476]. Actualmente no existen resultados
concluyentes sobre el uso de anticuerpos anti-HPV en la poblacion general para la
deteccién y diagnostico de canceres asociados al HPV [475], pero estos biomarcadores
(en combinacién con algoritmos y otras pruebas moleculares) podrian brindar una ventaja

en el futuro para identificar individuos con alto riesgo de desarrollar cancer [27].
Seroconversion dependiente del sexo
Las diferencias en las tasas de seroconversion al HPV segln el sexo se han estudiado

mayormente para las infecciones genitales, donde solo una porcién de pacientes no

vacunados presentan una respuesta de anticuerpos detectable, siendo el porcentaje de
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seroconversion al HPV-16 y -18 mas alto en mujeres [68]. Se ha sugerido que a través del
sexo genital convencional, las mujeres adquieren la infeccion por HPV al principio de su
vida sexual y la mitad es capaz de montar una respuesta inmune protectora contra futuras
infecciones por HPV-HR [99, 100], mientras que los hombres requieren un mayor
exposicién para seroconvetir [27] y la respuesta humoral resultante no es protectora, ya
que las reinfecciones en hombres son comunes independientemente del titulo de
anticuerpos [12, 101] y se observa una rapida disminucion de los titulos de IgG anti-HPV
después de la eliminacion viral (6 meses) [103].

La diferencia en la tasa de seroconversién al HPV entre sexos no es ninguna
novedad, pues se han observado diferencias en la respuesta inmunitaria para otras
infecciones [477] y como regla general, las hembras exhiben respuestas inmunes
humorales y celulares mas robustas a los desafios antigénicos [478, 479], lo cual resulta
en una susceptibilidad diferencial de hombres y mujeres a enfermedades autoinmunes,
neoplasias y enfermedades infecciosas, ademas de afectar el resultado de la vacunacion
[480]. Dicho aumento en la respuesta inmune se ha demostrado no solo depende del
cromosoma X sino también de la amplia gama de efectos de las hormonas sexuales sobre
el sistema inmunoldgico y los érganos diana [353, 481-483]. Ademas de las diferencias
inmunoldégicas intrinsecas entre hombres y mujeres, las caracteristicas anatémicas de los
genitales masculinos influyen en el establecimiento de la infeccion por HPV y la
presentacién inmune de antigenos virales, lo cual podria explicar en parte la
seroconversion distinta entre sexos a través del sexo genital: el pene y el prepucio estan
formados por un epitelio escamoso queratinizado (piel), mientras que el cérvix y la vagina
se conforman de epitelio no queratinizado [103]. Aunque el pene es un sitio anatémico
con una alta prevalencia de DNA del HPV, los HPV-HR infectan preferentemente epitelio
no queratinizado, por lo que tienen una baja tasa de replicacion en este tejido a
comparacién de tejidos permisivos como la uretra o cérvix [103]. Adicionalmente, las
infecciones en genitales masculinos son mas transitorias que en genitales femeninos (4-7
meses vs 8-12 meses) ya que el pene y el prepucio cuentan con una alta respuesta
inmune (alto nimero de LC, similar a la piel), que aunado a la descamacion de la zona,
facilita el control temprano de la infeccién [103]. Evidencia de esto es que los hombres
presentan una mayor frecuencia de IgG anti-E7 cuando la infeccion es en el pene, lo que
sugiere una respuesta inmune de memoria contra una infeccién que ha sido eliminada

antes de que la replicacion viral se detectara (generacién de anticuerpos anti-E4),
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mientras que la prevalencia de IgG+IgA anti-E4 es mayor en hombres con infeccién por
HPV-16 en la uretra [103]. En resumen, al ser menos productivas y mas transitorias las
infecciones por HPV en genitales masculinos que en los femeninos, el montaje de una
respuesta seroldgica satisfactoria que proteja contra infecciones posteriores por HPV se
dificulta [12].

A diferencia de la zona genital, la informacion respecto a la respuesta humoral
montada en la orofaringe segin el sexo es poca, pero se sabe que es mas frecuente
encontrar anticuerpos de tipo IgA anti-HPV-16 y -18 en la mucosa oral de hombres que en
mujeres [484] y que los hombres con OPC tienden a presentar con mayor frecuencia
anticuerpos anti-E6 y/o E7 que las mujeres con esta enfermedad [485]. En ambos sexos,
la mayoria de las infecciones orales recientemente adquiridas con tipos oncogénicos de
HPV son eliminadas en 1 afio [84, 85]. Sin embargo, el riesgo de los hombres de contraer
una nueva infeccion oral por HPV se mantiene constante a lo largo de la vida [27],
mientras que en las mujeres se observa una disminucién [84], ademas que la prevalencia
y el tiempo de persistencia de la infeccion oral por HPV en hombres aumenta
significativamente con la edad [27, 74], lo cual podria deberse al deterioro de la respuesta
inmunitaria del hospedero debido a las estrategias de evasion inmune desplegadas por el
virus o por la elevacion de citocinas inflamatorias que eventualmente deriva en tolerancia
[86]. En hombres, la proteccién adquirida tras la infeccion genital puede que no evite la
adquisicion de nuevas infecciones orales por HPV, pero es posible que contribuya a

promover su eliminacion [102].

3.4.4 Mecanismos que contribuyen a la evasion inmunitaria tumoral en OPC

La persistencia y progresion a cancer de una lesién HPV+ depende en gran parte de la
capacidad del sistema inmune del hospedero para combatir la infeccién [126, 369], ya que
para que se desarrolle el cancer el virus tiene que evadir la deteccion inmunoldgica
durante un periodo prolongado que permita que las anomalias genéticas se acumulen en
la célula infectada [20]. La mayoria de los individuos inmunocompetentes son capaces de
eliminar la infeccion por HPV sin manifestaciones clinicas [84, 85], mientras que personas
inmunocomprometidas tienen tasas mas altas de canceres relacionados con el HPV [42].
Cuando el sistema inmunoldgico no logra eliminar la infeccién por HPV-HR y se desarrolla
OPC [20, 106, 149], éste aun juega un papel importante en la supresion del tumor [145].

En un entorno con funcionamiento normal, las alteraciones en las células transformadas
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por HPV desencadenan el desarrollo de antigenos asociados a tumores (TAA, siglas en
inglés de Tumor Associated Antigens) que son reconocidos por el sistema inmunoldgico y
promueven la destruccién de la célula anormal [450]. Sin embargo, se han descrito varios
mecanismos para la resistencia de los tumores al reconocimiento y eliminacion [145], y
después de una fase de equilibrio, el sistema inmunoldgico puede perder la capacidad de
erradicar las células cancerosas, ademas que la mutacion progresiva del tumor le brinda
ventajas a las células anormales para suprimir, alterar o escapar del sistema inmunoldgico
[450, 486, 487]. En OPC HPV+, los mecanismos de evasion inmune discutidos
anteriormente para infecciones productivas por HPV también estdn activos en los
tumores, excepto por el no reconocimiento de la infeccion, dado que como resultado de la
pérdida de E2 (integracién del vDNA), E6 y E7 se sobreexpresan, lo que resulta en mas
objetivos para el ataque inmunolégico, pero también aumenta el riesgo de transformacién
maligna [456]. Los mecanismos de evasién inmunitaria de las células transformadas

malignamente por influencia del HPV incluyen:

a) Modulacion de la actividad de APC.

En los canceres HPV+, la infiltracion baja de LC en los tumores se ha asociado
con la gravedad de CC y OPC [488]. Este fendmeno se ha atribuido al efecto de
E6 y E7 en la expresion disminuida de CCL20, una quimiocina que atrae LC a los
sitios de inflamacién [488]. Ademas, los tumores asociados al HPV poseen una
menor expresién de E-cadherina y CCR7, lo que resulta en una reduccién de las
APC que migran hacia tejidos linfoides secundarios [369]. La maduracién de DC
también se inhibe en muchos canceres como consecuencia de la secrecion de
factores inmunosupresores derivados de células tumorales, como IL-10, TGF-f3, IL-
6, PGE2 (siglas en inglés de Prostaglandin E2) y GM-CSF (siglas en inglés de
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) [369]. Por lo tanto, la
interferencia del HPV con el trafico y la maduracién de LC y DC limita su
capacidad para activar células T efectoras especificas para TAA que tras la
activaciéon por APC, migrarian al microambiente tumoral y promoverian la

eliminacién de las células malignas [369, 450].

b) Perturbacién del procesamiento y presentacion de antigenos en la célula.

Varios componentes de la maquinaria de procesamiento de antigenos de HLA-I

(ej. LMP2, TAP1 y tapasina) estan subexpresados en los tumores OPC HPC+ en
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d)

comparaciéon con el epitelio normal adyacente [489]. Por lo tanto, a pesar de la alta
expresion de oncoproteinas en las células cancerosas, es posible que los
antigenos virales no se procesen ni presenten eficazmente al sistema
inmunoldgico [448], lo que conduce a la resistencia a la lisis mediada por CTL
[490]. Otra anomalia descrita en el procesamiento de antigenos en células
cancerosas HPV+ es la expresion de FasL, que conduce a la induccién de
moléculas co-inhibidoras de la familia B7 y de antigenos no clasicos de HLA-I
como HLA-G y HLA-E que pueden inhibir la actividad de NK, CTL y DC [456, 490].

Deterioro en la actividad de las células NK.

Se ha observado que existe cierta resistencia de las células cancerosas al ataque
por NK, quienes al mismo tiempo, presentan una actividad disminuida y restringida
de citocinas inmunoestimuladoras [491]. El deterioro de la actividad de las células
NK en OPC HPV+ puede estar mediado por sobreexpresiéon de TGF-B por las
células malignas, que reduce la expresién de varios receptores activadores de NK,
incluidos NKp30, NKp44, NKp46, CD16 y NKG2D [466, 490]. Ademas, la
alteracion de la actividad de las células NK podria estar mediada por la
sobreexpresion en APC y células anormales de factores inmunosupresores

inducidos por el tumor [369].

Reclutamiento de células inmunosupresoras.

El reclutamiento de células inmunosupresoras como macréfagos asociados a
tumores, células supresoras de origen mieloide y células T reguladoras, es una
estrategia de evasién inmune que existe exclusivamente en los tumores HPV+ y
no durante la infecciébn normal [456]. Estas células reguladoras se encuentran
naturalmente en sitios de inflamacion, actuando como retroalimentacién negativa
para las respuestas inmunes efectoras al inducir un microentorno caracterizado
por la secrecion de citocinas inmunosupresoras (TGF-B, IL-6, IL-10, PGEZ2,
adenosina, etc.) [369, 450, 490]. En un entorno tumoral asociado al HPV, el
reclutamiento de estas células reguladoras a menudo aumenta [369], y el perfil de
citocinas alterado ayuda a deteriorar la vigilancia inmunolégica y, por lo tanto,

contribuye a la evasion del tumor [18, 456].
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Los macréfagos asociados a tumores (TAM, siglas en inglés de Tumor-
Associated Macrophages) son reclutados al microambiente tumoral mediante la
secrecion del CSF-1 (siglas en inglés de Colony Stimulating Factor 1), CCL2, 3, 4,
5y 8, y VEGF, una vez que se ha establecido la transformacion maligna inducida
por HPV [490]. Los TAM son macro6fagos con fenotipo M2 que promueven la
progresion de las lesiones asociadas al HPV [456] mediante la estimulacién de la
remodelacion tisular, angiogénesis via TGF-, VEGF, GM-CSF, TNF-q, IL-1, IL-6 e
IL-8, promocion de la migracion e invasion de células tumorales a través de
metaloproteinasas de matriz, TNF-a, e IL-1, e induccion de inmunosupresion via
TGF-B, PGE2 e IL-10 [490]. Los procesos de inmunosupresion inducidos por TAM
consisten en la induccion de apoptosis de las células CTL y la estimulacion de la
diferenciacion de CD4+ Th2 y Treg (T reguladoras) [456]. Se ha sugerido que la
muerte de CTL podria deberse a que la polarizacion M2 de los macréfagos
conduce a una produccion insuficiente de IL-12, un factor liberado por macréfagos
M1 que es un estimulante necesario para la supervivencia, diferenciacion y funcién
de las CTL. Por otra parte, la polarizacion de las células Th2 es promovida por las
citocinas inmunosupresoras (IL-4, IL-10 e IL-13) producidas por los TAM, que a su
vez estimula la polarizacion de TAM e inhibe la respuesta de otras células inmunes
efectoras. Ademas, los TAM desempefian funciones importantes en el
reclutamiento, diferenciacion y estimulacion de Treg a través de citocinas derivadas
de M2 como CCL22 e IL-10 [369, 492].

El nimero de las células supresoras de origen mieloide (MDSCs, por sus
siglas en inglés de Myeloid-Derived Suppressor Cells) a menudo aumenta en
varios tipos de céncer, incluido el OPC HPV+ [490], donde su presencia
significativa en sangre y tumores se ha asociado con un mal prondstico [369]. Las
MDSCs son una poblacion heterogénea de células mieloides inmaduras que
consisten en granulocitos, macréfagos y DC con funciones inmunosupresoras
[369]. Los mecanismos subyacentes a la expansion y activacion de las MDSCs en
los canceres asociados a HPV no se conocen totalmente, pero al igual que los
TAM, es probable que sean estimuladas por una variedad de factores solubles,
como GM-CSF, VEGF, TNF-a, PGE2, IL-1B, IL-6 e IL-10, que son secretados por
el tumor y las células inmunes infiltradas [369]. Las MDSCs pueden producir

moléculas inmunosupresoras como TGF-B, IL-10, arginasa 1 (Arg-1), éxido nitrico
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sintasa inducible (iNOS, siglas en inglés de Inducible Nitric Oxide Synthase), IDO
(siglas en inglés de Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase), PD-L1 y especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) [493] que actdan
de forma directa o indirecta para inhibir la supervivencia y la proliferacion de las
CTL, alterar la funcion de las células NK y promover el reclutamiento y la induccién
de células Treg [369]. Estas dltimas, son ceélulas T con propiedades
inmunoreguladoras que son reclutadas por tumores y que estan relacionadas con
la progresion de OPC HPV+ [448, 456]. Pacientes con estos tumores tienen un
perfil consistente con una fuerte respuesta inmune adaptativa (mayor proporcion
de memoria efectora y células T efectoras) en comparacion con OPC HPV-, donde
prevalece una inmunidad innata [25]. Las células T juegan un papel critico en la
respuesta inmune contra OPC [448], pues tras ser activadas migran al
microambiente del tumor, donde se infiltran y son estimuladas por su antigeno
para ejercer su accién immune [450]. Al respecto, los linfocitos infiltrantes de
tumores (TIL, por sus siglas en inglés de Tumor-nfiltrating Lymphocytes) son una
poblacién heterogénea compuesta por linfocitos CTL, Th CD4+ y Treg FOXP3+
[494]. Los CTL tienen la capacidad de destruir las células tumorales por la
liberacion de moléculas como perforina, granzima, TNF-a y Fas-L [495] con la
posterior propagacioén de TAA que generan respuestas inmunes secundarias [494].
Por otra parte, las células CD4+ secretan citocinas que influyen en la respuesta
inmune dependiendo de su fenotipo de diferenciacién: las células Thl CD4+
facilitan el rechazo tumoral al promover la funciéon de las CTL, mientras que las

células Th2 CD4+ promueven la produccidn de anticuerpos [18, 490].

Por ultimo, las Treg tienen funciones inmunosupresoras que mantienen la
respuesta inmune bajo control, evitando reacciones inmunes exageradas y
protegiendo la auto-tolerancia [448]. La respuesta de TIL se encuentra en casi
todos los pacientes con tumores HPV+, mientras que la respuesta sistémica se
encuentra solo en una fraccion, lo que destaca la importancia de la respuesta
inmune local [496]. Los TIL se han relacionado con un mejor prondstico en
diferentes tipos de cancer (CC, ovario y colon [496]), pero pueden actuar como un
arma de doble filo, ya que pueden contribuir tanto a la destruccién de las células

tumorales, como a facilitar su desarrollo [490].
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A pesar de la importante respuesta local de células T en pacientes con OPC HPV+ [448],
los tumores se desarrollan debido a dos mecanismos de evasion contra las células T. El
primero es que el microambiente tumoral puede llevar a la apoptosis, anergia y
agotamiento funcional de las CTL por el desequilibrio en el perfil de citocinas local, por la
expresion de FasL local [490], por la represion de la expresion de la cadena ¢ de CD3 del
TCR [456] debido a la produccién de ROS por las MDSCs [497] y por la expresion
aumentada de PD-L1 por células malignas y TAM en la periferia del tumor como barrera
del entorno inflamatorio [145]. El segundo mecanismo de evasién es la elevada frecuencia
de Treg, l0o que se han relacionado con la progresion tumoral al inhibir la produccion de
citocinas proinflamatorias, prevenir la activacion de CTL, evitar la proliferacion de linfocitos
T CD4+ y NK y activar las funciones inmunosupresoras de las células inmunes mediante
IL-10 y mecanismos dependientes de TGF B [456]. Las Treg infiltran masas tumorales,
especialmente en la etapa inicial de la progresion tumoral [456]. En el OPC, los tumores
HPV+ estan fuertemente infiltrados con Tregs ¥ Células T efectoras, incluso mas que los
casos HPV-, posiblemente porque OPC HPV+ expresa antigenos virales [496]. El
equilibrio entre las células Treg y las células T efectoras en el tumor es importante para la
progresion del cancer e influye en la gravedad de la enfermedad: una relacion local alta
de CD8+/Treg Se asocia con un mejor resultado clinico [448], mientras que los niveles
elevados de Treg Se han relacionado con un peor prondstico [18, 456, 496].

La historia natural de una infeccién por HPV-HR con o sin tratamiento varia desde
la regresion espontanea hasta la persistencia dependiendo de la capacidad del sistema
inmunitario para detectar y eliminar la infeccién [126, 369]. Multiples aspectos del ciclo
infeccioso del HPV contribuyen a la evasion inmune, especialmente sus oncoproteinas,
pero a pesar de la presencia de dichos mecanismos en las células infectadas y
cancerosas, el desarrollo de OPC no es un resultado comun de la infeccidon incidente por
HPV, pues en la mayoria de los casos el virus es eliminado antes de que se presente

alguna manifestacion clinica [20, 456].
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3.5 Diagnéstico, tratamiento y prevencion por vacunacion del OPC HPV+

3.5.1 Diagnostico

Actualmente, los casos de OPC relacionados con el tabaquismo y el abuso del alcohol
estan disminuyendo, mientras que los atribuibles a la infecciéon con subtipos de HPV-HR
van al alza en multiples paises desde hace varias décadas [27, 34, 38, 68, 70-74], sin
embargo, todavia no existen pautas estandarizadas para detectarlo en una etapa
temprana ni para predecir el riesgo de desarrollarlo [86, 453]. Actualmente el CC es el
Unico cancer asociado al HPV con una prueba de deteccion recomendada: la prueba de
Papanicolaou, que puede detectar los cambios morfolégicos de las lesiones
precancerosas en el epitelio cervical, de las cuales se conoce su patrén histoldgico asi
como su riesgo de progresion a carcinoma invasivo [106, 139]. Desafortunadamente, un
equivalente a la prueba de Papanicolaou en la orofaringe como prueba de deteccién
temprana no es factible debido a que en varios estudios ha demostrado detectar casos de
OPC solamente en lesiones accesibles para muestreo, por lo que tiene una utilidad
limitada para poblaciones sin lesiones visibles [139, 498], ademas que no se han
identificado lesiones precursoras de OPC [106, 139], ni se conoce el proceso y riesgo de

progresion a carcinoma invasivo [139, 476].

Deteccion de la infeccion por HPV y el OPC

A pesar de que no existen pruebas clinicas validadas para detectar en una etapa
temprana el OPC HPV+ ni para predecir el riesgo de desarrollarlo [86], existen
biomarcadores ampliamente utilizados para intentar detectar este tipo de cancer, sin
embargo, la falta de estandarizacién de protocolos (diferentes técnicas de deteccion,
muestreo, almacenamiento y procesamiento de muestras) no ha aportado claridad al

campo [52]. Entre los biomarcadores disponibles se encuentran:

a) DNA del HPV
Las pruebas utilizadas para el diagnéstico de la infeccion por HPV incluyen
hibridacion in situ (HIS), Southern Blot, captura de hibridos (HC, siglas en inglés
de Hybrid Capture), hibridaciéon en linea reversa y reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) [150].
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b)

La PCR es el método mas utilizado debido a numerosas ventajas, como su bajo
costo, alta sensibilidad y disponibilidad en entornos clinicos y laboratorios [106,
139, 150]. Ademas, la PCR se puede aplicar a distintos tipos de muestras [106,
139], por ello, se han explorado métodos de muestreo menos invasivos que las
biopsias. La saliva obtenida por enjuague bucal y gargaras [85, 346], fue
propuesta como muestra para el diagndstico para OPC HPV+ pero su sensibilidad
fue baja [62, 453], adema&s que este método no proporciona una muestra
especifica de la orofaringe [85]. La citologia exfoliativa también se propuso, pero
las criptas amigdalares profundas son dificiles de muestrear [139] y las células

exfoliadas podrian no ser especificas de la orofaringe [62].

Debe tomarse en cuenta que la deteccion del DNA del HPV en la
orofaringe no es suficiente para predecir el desarrollo posterior de OPC [139] y dar
positivo para infeccién por HPV no prueba la persistencia de la infeccién, e incluso
si el paciente ya tiene OPC, la presencia de una infeccion por HPV no es suficiente
para probar la causalidad viral ya que podria reflejar una infeccion transitoria no
relacionada con el proceso carcinogénico [67], pero debido a la baja prevalencia
de infeccion oral por HPV-16 (~1.0%) en individuos sanos [27], la deteccidn de la
infeccibn prevalente por el HPV-HR en las células exfoliadas orales esta
significativamente asociada con OPC [21, 74, 84]. En cambio, como la integracién
del DNA del HPV en el genoma del huésped si es un predictor de la progresion de
una infeccidn a una neoplasia [52, 130-132], se ha establecido un ensayo de PCR
especifico mediado por ligacion para la deteccion de la secuencia integrada (DIPS-
PCR siglas en inglés de Detection of Integrated Papillomavirus Sequence

Polymerase Chain Reaction) [150].

mMRNA de HPV

Contrario a la deteccion del DNA viral, la deteccion de mRNA del HPV en
muestras de tumor se considera mas especifica para evaluar la infeccion activa y
el probable rol oncogénico del virus [55, 62, 106]. Al respecto, los casos de OPC
HPV+ negativos a mRNA de E6, han mostrado un prondstico mas cercano al de
los tumores HPV- [499]. La actividad transcripcional puede detectarse mediante
PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR, del inglés Reverse Transcriptase

Polymerase Chain Reaction) o Northern Blot para transcritos mRNA de EG6/E7
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[193]. Aunque la deteccion de mRNA para la determinacién del HPV en OPC es
ampliamente recomendada, es una prueba de que se realiza casi exclusivamente

en entornos de investigacion [55, 106, 500].

pl6
Al explorar el valor de los marcadores subrogados de transformacion celular, la

expresion de pl6 ha sido el marcador que muestra la asociacion mas consistente
con el estandar de oro de la actividad transcripcional de HPV [66, 67, 475]. p16 es
un regulador negativo del ciclo celular que evita la inactivacién por fosforilacién de
pRb, sin embargo, la inactivacion de pRb por E7 es independiente de cinasas, lo
cual deriva en altas concentraciones de p16 sin efecto en el paro del ciclo celular
[149, 192, 391]. La sobreexpresion de pl6é ante E7 puede verificarse
inmunohistoquimicamente en muestras de citologia de base liquida y en biopsias
de tejido y se considera un marcador subrogado confiable de la infeccién activa
por HPV [67, 193, 453, 500]. Como las pruebas de expresion de mRNA no estan
disponibles de forma rutinaria en muchos laboratorios de diagndstico clinico, en
dicho entorno la inmunohistoquimica de p16 se considera una herramienta versatil
y conveniente para determinar indirectamente la actividad transcripcional de HPV:
posee alta sensibilidad, es costo-efectiva, se puede aplicar en biopsias y citologia
de cepillo [106] y tiene una alta correlacién de tincién con la expresién de mRNA
de HPV EG6/E7 [193]. La determinacion de pl16 en OPC ayuda a diferenciar entre
tumores HPV+ y HPV- por lo que puede ser usado como marcador sustituto para
detectar OPC HPV+ [51]. Esto se debe a que en tumores orofaringeos HPV- pl6
es poco frecuente ya que es silenciada mediante multiples alteraciones genéticas
para interrumpir el control del ciclo celular por pRb y favorecer la transformacion
celular [62-64]. Por otra parte, en los tumores HPV+, E7 interfiere con esta via y en

consecuencia, no se requiere la inactivacion de p16 [64].

Biomarcadores inmunolégicos.

Un biomarcador que no se utiliza actualmente en la clinica pero que parece
prometedor para el diagnéstico de OPC es la deteccién de anticuerpos anti-E6 del
HPV-16 [453] por Western Blot, ELISA y el método de serologia multiplex basado
en perlas (multiplex-GST) [16], ya que los anticuerpos anti-E6 se asocian

diferencial y significativamente al OPC [27, 103, 448]. Contrario a los anticuerpos
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anti-E7 [501], la presencia de anti-E6 no esta asociada con otros canceres
causados por HPV [476] y tienen escasa presencia en individuos sin OPC HPV+
[27]. Asimismo, la deteccion de anti-E6 tiene una sensibilidad mayor al 90% y una
especificidad mayor al 99% para el diagnéstico de OPC HPV+ [453, 502, 503] y se
ha detectado en algunos pacientes mas de 10 afios antes del diagnéstico de OPC
[448, 476, 502]. Estas observaciones sugieren que anti-E6 junto con algoritmos y
otras pruebas moleculares, podria ser una herramienta de prevencién para
identificar individuos con alto riesgo de desarrollar cancer en regiones donde la
fraccion de OPC atribuible a HPV es mayor que la HPV- [503]. Por otra parte, se
ha propuesto que otros biomarcadores inmunoldgicos podrian tener utilidad
pronéstica en OPC, como el nivel de células CD8+ circulantes, proporcién de
CD4+/CD8+ circulantes, estimacién por inmunohistoquimica de TIL CD8+ vy
FOXP3+, expresion de MHC-I y elaboracion de perfiles de citocinas [91], pero
todos ellos requieren mas estudio y validacion en comparacioén con los marcadores
utilizados actualmente (HPV DNA y p16) [448].

Aunque la expresion de pl6 y la deteccion del DNA del HPV se correlacionan con OPC
HPV+, ninguna de las pruebas por si sola es un método éptimo para establecer la
oncogénesis mediada por HPV [66, 106, 500, 502]. La proporcion de HNC HPV+ se
sobrestima al usar solamente PCR [502] ya que la deteccién del DNA del HPV es un
indicador de la presencia viral pero no determina la presencia de una infeccién activa [66,
453], ni prueba la oncogénesis viral. De esta forma, el DNA del HPV puede reflejar una
infeccién transitoria en una malignidad atribuible al consumo de tabaco y alcohol [67, 504].
Por otra parte, la deteccion exclusiva de pl6 tiene una proporcién significativa de falsos
positivos (cerca del 20% de los OPC p16+ son HPV-) [106] ya que esta molécula puede
sobreexpresarse en otros canceres no asociados a HPV o en tejido sano [66, 453, 505].
Por lo tanto, confiar exclusivamente en la tincion de p16 o la deteccion de DNA para la
identificacion de canceres relacionados con el HPV conduce a una clasificacion erréneay,
en consecuencia, a tratamientos inadecuados [500]. El estado de HPV del cancer debe
decidirse por la infeccion activa del HPV [66, 67, 453], y se ha observado que la prueba
de p16 y/o HPV-mRNA ademas de HPV-DNA produce la aproximacion mas precisa para
juzgar el rol causante del HPV en HNC [33, 67, 106, 453]. En consecuencia, para

identificar infecciones activas por HPV en OPC, se recomienda una prueba inicial de
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tincibn de p16, que de ser positiva, deber ser seguida de una prueba de deteccion del
DNA del HPV [139, 500].

Diagnéstico y evaluacion del OPC

El diagnéstico y evaluacion de OPC comienza con una revision del historial clinico del
paciente para la busqueda de cancer, una encuesta de factores de riesgo y un examen
fisico de cabeza y cuello, prestando especial atenciéon a los sintomas de dolor de garganta
persistente, disfagia cronica, odinofagia persistente y otalgia [82]. Debido a que estos
sintomas pueden asociarse a otras patologias, el examen fisico debe incluir una
inspeccidn especial del complejo amigdalino, la base de la lengua y una evaluacién
cuidadosa de adenopatias [139], ademas, se pueden utlizar otras pruebas vy
procedimientos para detectar un tumor, como la PET-CT, la biopsia y la resonancia
magnética. Si se encuentra cancer, se busca en el tejido tumoral el DNA del HPV y/o p16
[139]. Al respecto, aunque no existe un protocolo estdndar de diagnéstico de OPC HPV+,
el American Joint Committee on Cancer (AJCC) recomienda en la 82 edicion del Cancer
Staging Manual (Enero 2018) determinar la presencia del HPV en el cancer [139, 506]
para establecer su etapa clinica y patoldgica usando el sistema tumor-ganglio-metastasis
(TNM, siglas del ingés Tumor-Nodule-Metastasis), un sistema unificado de estadificacién
del cancer ampliamente empleado que fue creado para ayudar con la evaluacién de la
etapa de la enfermedad, facilitar la seleccién del tratamiento y determinar el prondstico y
la estratificacion del riesgo. El sistema categoriza tumores con base en una evaluacién de
tres caracteristicas principales: tamafio del tumor primario (T), presencia de ganglios
linfaticos con metastasis (N) y metastasis a distancia (M) [130, 507]. Por otra parte, la
positividad para el HPV se determina mediante inmunohistoquimica para p16 en el tejido
tumoral, donde los casos con una intensidad de tincibn moderada (+2/3) y una tincién
difusa (275% de expresion nuclear y citoplasmatica en las células tumorales) se clasifican
como probablemente asociados a HPV (Figura 41) [506, 508]. Cabe mencionar que
aungque pl6 se considera un biomarcador subrogado confiable para detectar la infeccion
activa por HPV, el manual de la AJCC no ofrece un método estandarizado para tomar la
muestra ni para realizar la inmunohistoquimica y tampoco menciona la necesidad de
realizar pruebas complementarias como la deteccion del DNA del HPV para evitar falsos
positivos [106, 508, 509].
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Figura 41. Inmunohistoquimica de p16 en OPC. (A) Expresion de p16 negativa (<5% de células
tumorales tefiidas). (B) Expresion de pl16 positiva (>90% de células tumorales tefiidas) [51].

La separacion de la clasificacion TNM de OPC dependiendo de su asociacién a
HPV representa un cambio significativo con respecto a la 72 edicion del AJCC Cancer
Staging Manual, que so6lo abordaba el comportamiento de los canceres tipicamente
asociados con el abuso de tabaco y alcohol (HPV-) [506]. El algoritmo de estadificacién de
dicha edicién no describia adecuadamente los casos OPC HPV+ ya que carecia de la
capacidad para diferenciar entre etapas (los subgrupos no tenian una supervivencia
significativamente diferente entre si), no tenia equilibrio numérico entre los grupos (estaba
sesgado hacia etapas avanzadas de la enfermedad) y carecia de capacidad predictiva (la
etapa no daba una buena aproximacién de prondstico/supervivencia) [51, 86, 130, 506].
La revision reciente de la estadificacion TNM propuesta por AJCC se basa en la evidencia
emergente y acumulada de OPC HPV+ como una entidad tumoral separada de los
tumores OPC clasicos (HPV-) y en estudios como el ICON-S (siglas en inglés de The
International Collaboration on Oropharyngeal Cancer Network for Staging) [510], donde se
mostré que la estadificacion AJCC 72 edicion era deficiente para la separacion de etapas
de pacientes HPV+ y propuso nuevas clasificaciones de estadios para OPC HPV+ que se

incorporaron en la 82 edicion.

El AJCC también introdujo la clasificacién TNM clinica (cTNM) que esta basada en
los resultados de las pruebas realizadas antes del tratamiento y la clasificacion patolégica
(PTNM) que estd basada en lo que se encuentra durante la cirugia para determinar la
etapa (I-1V) del OPC HPV+ [502, 506]. Una vez que se determinan T, N y M, se combinan
y se asigna una etapa, donde la mas alta refleja cancer mas avanzado. Esta nueva

clasificacion no incluye carcinoma in situ debido al patron no agresivo de invasién de OPC
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HPV+ [506], y se introduce el término TO para designar el carcinoma de células
escamosas en ganglios linfaticos, entidad clinica que surge de una lesion primaria no
detectada y que es frecuente en OPC HPV+ [511, 512]. Este nuevo paradigma para OPC
HPV+ mejorara la estadificacién de los pacientes con fines de manejo y prondstico [506],
por ejemplo, el 48% de los canceres en estadios Il y IV HPV+ segln los criterios de
estadificacion del AJCC 72 edicién, serian estadio | utilizando el AJCC 82 edicion [513].
Tan solo el beneficio psicolégico de tener un cancer en estadio | en comparacion con un
estadio IV es significativo, y permitird a los médicos tranquilizar a sus pacientes al

informarles que tienen un buen prondstico [506].

3.5.2 Tratamiento

Una vez que el cancer se ha detectado, el plan de tratamiento del paciente depende de
varios factores, como su edad, estado general de salud, la ubicacion exacta del tumor y la
etapa del cancer. El tratamiento para el cancer de cabeza y cuello puede incluir cirugia,
radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida o una combinacion de tratamientos [47].
Independientemente de la opcion terapéutica escogida, el OPC HPV+ responde
ampliamente y tiene un pronéstico excelente [51, 506, 514-517], con hasta un 50% de
reduccion absoluta del riesgo de muerte [518-522] asi como un bajo riesgo de recurrencia,
en comparacion con pacientes HPV- [139, 519, 522]. Cabe mencionar que fumar tabaco y
tener un estadio tumoral mas avanzado contrarrestan en parte esta respuesta terapéutica
favorable, lo que significa que el riesgo de mortalidad en estos pacientes se eleva a un

nivel comparable al de los pacientes OPC HPV- [523].

Se han sugerido varios mecanismos para explicar por qué el OPC HPV+ responde mejor

al tratamiento en comparacion con el OPC HPV- [139]:

a) Sensibilidad incrementada inherente. Los mecanismos moleculares subyacentes

para dicha sensibilidad aumentada se desconocen y son objeto de una intensa
investigacion [55, 448], pero se ha sugerido que, de alguna manera, la
guimioterapia y radioterapia podrian reactivar a p53 en los tumores HPV+ [60, 139]
0 participar en la activacién del sistema inmunoldgico para atacar a las células

tumorales [448].
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b)

d)

e)

f)

Genes TP53 e INK4a intactos. Se ha observado que los tumores HPV+ poseen

genes silvestres para p53 y pl6 en comparacion con los HPV-, donde son
inactivados por alteraciones genéticas como mutaciones, pérdida de
heterocigosidad e hipermetilacion [62, 63]. La presencia de ambos genes intactos
significa que las vias apoptéticas a través de p53 y pl6 se conservan [62] y
podrian activarse mediante radiacion o quimioterapia, haciendo sensibles al

tratamiento a las células tumorales [52, 62, 448].

Menor acumulacion de mutaciones. OPC HPV+ tiene en promedio menos
mutaciones que OPC HPV- (aparte de p53 y pl16) [63, 64, 524, 525] debido a que
a las oncoproteinas de HPV interrumpen varias vias celulares sin la necesidad de

causar alteraciones genéticas [64]. Por lo tanto, la probabilidad de que el OPC
HPV+ obtenga una mutaciéon que le proporcione una ventaja de crecimiento que
derive en un comportamiento mas agresivo y menor respuesta, es menor que en

los casos de cancer HPV- [139].

Respuesta inmune. Al ser un agente externo, la persistencia del HPV en las

amigdalas podria promover una respuesta inmune a antigenos especificos del
virus que sea til para detectar y eliminar tumores [448, 526]. Otra hip6tesis es que
la radiacién y quimioterapia preparan al sistema inmunolégico para combatir al
tumor, ya que las lesiones a las células cancerosas Y la inflamacién local causadas
por el tratamiento pueden generar una presentacion cruzada aumentada o mas
eficiente de los antigenos del HPV en las células tumorales moribundas y mejorar
el reclutamiento de CTL especificos del tumor. Asimismo, esta presentacién de
una sefial de peligro y un antigeno extrafio podria inducir que la respuesta inmune

rompa la tolerancia provocada por el tumor [448].

Ausencia de cancerizacion de campo. Al contrario de OPC HPV+, el OPC HPV-

presenta cambios genéticos tempranos en epitelios de los cuales pueden surgir
multiples lesiones independientes [51, 52], por lo que su progresion locorregional

es mayor y dificulta el tratamiento de las lesiones [527].

Pacientes. Los pacientes OPC HPV+ son generalmente mas jévenes y saludables

que sus contrapartes HPV-, usualmente no tienen antecedentes de tabaquismo y
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tienen menos comorbilidades, lo cual podria influir en el mejor control de este tipo

de cancer y su mayor supervivencia [106, 137].

A pesar de que el OPC HPV+ tiene un perfil clinico, histolégico y molecular diferente, asi
como un prondstico significativamente mejor independientemente del tratamiento y del
estadio en el momento del diagnéstico en comparacion con OPC HPV- [47, 51, 448],
actualmente el tratamiento para ambos tipos de OPC es el mismo: extirpacién quirargica
con quimioterapia y/o radioterapia [51, 86]. El excelente pronédstico del OPC HPV+ recalca
la importancia de minimizar los efectos secundarios relacionados con el tratamiento,
especialmente porque dichos procedimientos a menudo tienen consecuencias
importantes en funciones como respirar, tragar y hablar, asi como un significativo
deterioro estético [518]. Esto es ciertamente pertinente para pacientes mas jovenes y
sanos con una esperanza de vida prolongada, cuya calidad de vida estaria siendo

afectada negativamente al someter a un tratamiento innecesariamente toxico [55].

Actualmente se estan realizando ensayos clinicos para estudiar la
desintensificacién de los tratamientos para reducir la toxicidad [502, 518], siendo las
principales sugerencias una reduccion de la dosis de radiacién (combinada con cirugia o
quimioterapia), eliminacién de la quimioterapia, y uso de radiacion, quimioterapia o cirugia
sola para pacientes de muy bajo riesgo [502, 518, 528], siendo la primera opcion la que
posee mas apoyo, ya que se ha demostrado ampliamente que OPC HPV+ es
notablemente sensible a la radioterapia [51, 520] y los pacientes con radioterapia sola se
comparan favorablemente con los tratados con enfoques de quimiorradioterapia mas

intensivos, pero sin sus efectos toxicos sistémicos [51].

Asimismo, se han desarrollado opciones de tratamiento no convencionales con el
interés de desarrollar terapias mas dirigidas y menos toxicas. Entre ellas, las
inmunoterapias son las mas atractivas, ya que buscan activar al propio sistema
inmunolégico del paciente o superar la inmunosupresién inducida por el tumor [369, 448]
para combatir el cancer HPV+ y permitir su erradicacién o suprimir su crecimiento a largo
plazo [450]. Este tratamiento puede ser especifico, lo que reduce la toxicidad asociada a
la terapia; puede ser dinamico, en el sentido de que la respuesta inmune puede
evolucionar con el cancer; puede ser un tratamiento de tipo sistémico, por lo que puede

atacar a las células metastasicas y puede desarrollar memoria [97, 448]. Las opciones de
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inmunoterapia para OPC HPV+ que existen o estan en desarrollo incluyen la transferencia
adoptiva de células T, terapia con anticuerpos monoclonales y vacunas terapéuticas que
estan basadas en péptidos, DC, acidos nucleicos 0 su combinacién [529]. Se anticipa que
la combinacion de diferentes enfoques inmunoterapéuticos tendra el potencial de superar
mdltiples barreras en la inmunosupresion mediada por HPV y asi restaurar una respuesta

inmunitaria eficaz para eliminar los tumores asociados al HPV [369].

3.5.3 Vacunacion

La OMS reconoce la importancia de las enfermedades relacionadas con el HPV como
amenazas para la salud publica mundial y ha reiterado la recomendacion de incluir las
vacunas contra el HPV en los programas nacionales de inmunizacion [22]. Actualmente
existen tres vacunas para la prevencion de la infeccién por HPV: Cervarix® elaborada por
GlaxoSmithKline, es bivalente para HPV-16 y -18 adyuvada con monofosforil lipido A e
hidréxido de aluminio [530]; Gardasil® y Gardasil 9® elaboradas por Merck, la primera es
tetravalente para HPV-6, -11, -16, -18 y la segunda es nonavalente ya que incluye ademas
a HPV-31, -33, -45, -52, -58, ambas estan adyuvadas con hidroxifosfato sulfato de
aluminio [531, 532]. Las tres vacunas se basan en particulas no infecciosas similares al
virus o VLPs de L1 producidas por tecnologia de DNA recombinante en un sistema de
expresion en Baculovirus [530] (Cervarix®) y en Saccharomyces cerevisiae (Gardasil® y
Gardasil 9%) [531, 532] y estan aprobadas en todo el mundo para la prevencion de cancer
de vulva, vagina, ano y cérvix, asi como de verrugas genitales, dependiendo de los tipos
de HPV incluidos en cada vacuna. El objetivo principal de la profilaxis contra el HPV es la
produccion de anticuerpos anti-L1 con el fin de evitar la infeccion inicial y asi, evitar la
formacion del cancer asociado a HPV [450, 533]. Dicho esto, ninguna de las vacunas
elimina la infeccién por HPV ni trata las enfermedades asociadas al HPV ya existentes
[369, 530-532], por lo cual se sugiere que la vacuna contra el HPV se aplique a
preadolescentes (9-14 afos), es decir, antes del inicio de la actividad sexual y, por tanto,

antes de cualquier exposicion a la infeccién por HPV [46, 135, 534].

Al comparar la respuesta serolégica obtenida por vacunacién contra la conferida
por la infeccién natural por HPV, se observa que los anticuerpos neutralizantes anti-L1
generados a partir de las vacunas profilacticas son mas abundantes (2 a 3 6rdenes

logaritmicos) [135, 533, 535, 536], permanecen en sangre en niveles altos durante mas
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tiempo [18], se desarrollan en practicamente todos los sujetos [135, 537] y mas
rdpidamente [18, 135, 538]. Esto se ha atribuido al hecho de que las VLP del HPV cuando
se administran como vacuna se inyectan por debajo de la capas basales de la piel y por lo
tanto, interactian con DC, mientras que por infeccion natural a través de las capas
suprabasales HPV interactia con LC [538]. Ambas APC han demostrado in vitro
internalizar por igual las VLP del HPV, sin embargo, solo las DC se activan e inducen

inmunidad especifica contra el HPV [456, 538].

Los datos de extensos ensayos clinicos y de la vigilancia de seguridad posterior a
la comercializacion indican que las tres vacunas contra el HPV existentes son seguras y
brindan una proteccién eficaz y duradera contra las enfermedades causadas por las
infecciones por el HPV [22, 533]. Se ha demostrado que las vacunas tienen una eficacia
del 90% al 100% en la prevencion de infecciones por los genotipos del HPV incluidos en
la vacuna y lesiones precancerosas anogenitales asociadas [533]. De hecho, en los
paises donde se implementé y monitored la vacunacion contra el HPV, se ha producido
una reduccion significativa en la prevalencia de los tipos de HPV inyectados [539-541], lo
cual se ha atribuido a la vacunacion individual e inmunidad colectiva generada [542]. No
hay evidencia de que la proteccidon contra el HPV conferida por la vacunacion disminuya
con el tiempo, y a la fecha, la proteccién contra los tipos de HPV a los que se han dirigido
las vacunas se estima que dura al menos 10 afios con Gardasil® [543], al menos 9 afios
con Cervarix® [544], y al menos 6 afios con Gardasil 9® [545]. Al comparar estas vacunas
con un placebo, no hubo diferencia significativa en el riesgo de eventos adversos graves
[546] y las reacciones adversas mas habituales fueron las comunes a la vacunacién como
dolor leve, enrojecimiento o hinchazo6n en el brazo donde se aplicé la inyeccion, mareos o

desmayos, nauseas y dolor de cabeza [541].

Durante afios, ninguna vacuna contra el HPV fue aprobada como preventiva de
canceres OPC HPV+ debido al requisito regulatorio de proveer puntos finales
clinicamente identificables en los ensayos clinicos, como lesiones precancerosas, mismas
gue no se han descrito para OPC [27, 547]. Ante esta imposibilidad, distintas instituciones
de salud recomendaban a las agencias reguladoras que aceptaran como punto final la
eficacia de la vacuna contra la infeccién incidente y persistente por HPV [548].
Finalmente, en junio de 2020, la FDA aprobd6 la adiciéon de su uso para la prevencion de
canceres de orofaringe y otros canceres de cabeza y cuello causados por tipos de virus

del papiloma humano (HPV) incluidos en la vacuna Gardasil 9® [549], lo cual
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potencialmente derivara en otras agencias a nivel internacional aprobando esta indicacion

en los siguientes afos.

Se espera que la vacunacion contra el HPV tenga resultados prometedores en la
prevencion de OPC HPV+, ya que las vacunas protegen contra los tipos de HPV que
mayormente lo causan (especialmente HPV-16) [69]. Estudios previos han encontrado
qgue la vacunacion contra el HPV se asocia con una disminucion significativa de la
infeccion oral con los tipos de HPV en la vacuna en individuos vacunados versus no
vacunados, lo que sugiere un beneficio potencial para reducir los casos futuros de OPC
[84, 502, 547, 550]. Se necesitan mas estudios para demostrar la eficacia de estas
vacunas en la prevencion del desarrollo de OPC [551], pero si la eficacia es la misma que
la observada en los sitios anogenitales (90-100%), las vacunas dirigidas al HPV-16 y -18
podrian prevenir potencialmente el 90.5% de los casos OPC HPV+ a nivel mundial, con
un 4.5% adicional cubierto con los tipos adicionales en Gardasil 9 (95% total), lo cual se
estima que representa una prevencién del 21.3% de OPC en todo el mundo
(independientemente del estado del HPV) [33]. Ademas, al reducir la incidencia y
transmision del HPV anogenital, la vacuna también ayudaria a reducir la incidencia y la

transmision sexual del HPV oral, e indirectamente, la incidencia de OPC HPV+ [22].

La vacunacion contra el HPV es hoy en dia la opciébn de prevencion mas
prometedora para detener la tendencia creciente de OPC HPV+ [547], pero a pesar de la
evidencia que respalda la seguridad y eficacia de las vacunas para prevenir varios tipos
de canceres HPV+, las tasas de vacunacioén siguen siendo bajas [18, 135], especialmente
en hombres, dado que la OMS prioriza la vacunacion de nifias (9-14 afos) para la
prevencion de CC debido a que su tasa de incidencia mundial es mayor que cualquier otro
sitio de cancer relacionado con el HPV [22, 33] y exhorta a los paises a posponer
temporalmente la implementacion de estrategias de vacunacién contra el HPV para
hombres y grupos de mayor edad (>15 afios), ya que desvian recursos de la vacunacion
de la poblacion objetivo principal (generan restricciones de suministro global y deja a los
paises con una alta carga de CC sin acceso a la vacuna) [22]. Debido a esto, aunque a
partir de 2019, 100 paises ya incluyen vacunas contra el HPV en sus programas
nacionales de inmunizacion [552], solo unos pocos apoyan la vacunacion independiente
del sexo para adolescentes/adultos jévenes (entre ellos Australia, Estados Unidos,
Canada, Gran Bretafa, Italia, Noruega y Espafia) [553]. Este enfoque es costo-efectivo

ahora, pero las cifras de OPC van en aumento desde hace décadas y en paises como
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EUA, el OPC ya superé al CC en casos anuales [33], ademdas de que deja desprotegidas
poblaciones como los hombres que tienen sexo con hombres. La OMS también
recomienda que este aplazamiento en la vacunacién de poblaciones secundarias se
mantenga hasta que >80% de las nifias estén vacunadas, para asi lograr tener inmunidad
colectiva y reducir el riesgo de infeccion por HPV en los nifios [22], sin embargo, la
vacunaciéon en las mujeres no ha alcanzado la tasa necesaria para conferir proteccién a
todo el sexo opuesto [18, 19, 135, 547].

Las barreras para la vacunacién contra el HPV (inicio o finalizacién) se han
estudiado en la triada padre-paciente-médico, y se han descrito principalmente como:
preocupaciéon de los padres sobre la seguridad de la vacuna, la percepcién de que el
riesgo de infeccién por HPV o enfermedad relacionada con el HPV es bajo, pensamientos
(carentes de evidencia cientifica [135]) sobre la propension a la promiscuidad y/o al inicio
temprano de la actividad sexual en las nifias vacunadas y poco interés en vacunarse por
parte de las mujeres adultas jovenes sexualmente inactivas, casadas o en una relacién
monogama [554]. También se ha encontrado que los proveedores de atencion médica no
sienten la necesidad de brindar recomendaciones sélidas para la vacuna ya que no ven al
HPV como una amenaza grave para la salud, no son conscientes de que ademas de
prevenir CC, el HPV puede prevenir otros canceres, se sienten incomodos al participar en
conversaciones sobre sexualidad con padres o pacientes adolescentes [555], o tienen
limitaciones de tiempo durante una visita para discutir toda la informacién necesaria para
una decisién informada por parte del padre o del paciente [556]. Sin duda, el facilitador
principal de la vacunacion contra el HPV es una recomendacion sélida del personal de
salud, por lo que los proveedores de atencién médica pueden mejorar la utilizacién de la
vacuna contra el HPV asumiendo un papel activo con los pacientes [135].
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Capitulo 4. OPC HPV+ en México

El OPC HPV+ tiene una de las incidencias de cancer de mas rapido crecimiento en varios
paises [27, 34, 38, 68, 70-74], sin embargo, en México la informacion epidemioldgica con
relacion al OPC es escasa y existe un subregistro de los casos nacionales (los registros
de cancer no recopilan de forma rutinaria datos sobre si el HPV se detecta en el tumor) y

la dltima fuente oficial de casos data de hace casi 20 afios [557].

Los estudios sobre la incidencia, prevalencia y comportamiento de la infeccién por
HPV en México se han centrado mayormente en genitales y ano, y entre los estudios de
HNC asociados a HPV, la mayoria s6lo aborda el cancer de cavidad oral y/o el cancer de
laringe. Los estudios en poblacién mexicana sobre infeccion oral y/o cancer orofaringeo
gue existen poseen limitaciones: son antiguos, usan una poblacién pequefia, no cuentan
con grupo control, usualmente no estudian persistencia y/o la presencia de HPV se
confirma solo por deteccion de DNA. Ademas, no es posible la estimacion de indicadores
robustos a partir de ellos, ya que los estudios tienen diferencias en el disefio, muestra,
procesamiento, poblacién (poblacién sana, de riesgo, mujeres, hombres) y region

geogréfica cubierta (se ha observado prevalencia selectiva entre regiones) [81, 558, 559].

A pesar de estas limitaciones, GLOBOCAN 2020 (siglas en inglés de Global
Cancer Incidence, Mortality and Prevalence) que es un proyecto de la IARC, report6 para
México 328 casos de OPC entre las 195,499 neoplasias malignas diagnosticadas ese
afio, y estimo una tasa de incidencia y mortalidad anual ajustada de: hombres 0.28 y 0.19,
y mujeres 0.09 y 0.05, respectivamente (casos por 100,000 habitantes) [560]. Sin
embargo, no es posible discernir la fraccién atribuible al HPV, ademas que la IARC
recomienda interpretar con precaucion sus estimados, dado que <3% de la poblacion de
Centroamérica (incluyendo a México) esta cubierta por registros de cancer de alta calidad
[561]. En otras palabras, por la cantidad y caracteristicas de los estudios realizados en
poblacién mexicana y los sesgos asociados al subregistro del OPC HPV+, los indicadores
nacionales e internacionales no proporcionan un panorama de la verdadera situacion de
esta enfermedad en México, lo cual podria representar una debilidad importante dado que
en México se han descrito factores de riesgo en el desarrollo del OPC: inicio sexual
temprano [562], presencia de variantes AA de HPV-16 [338] y variantes con polimorfismos
LCR-G7518A y E6-T350G [339] (asociados con persistencia y carcinogénesis) [338, 342,
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343]. Asimismo, en México el CC es un problema de salud publica y se ha descrito que la

transmisién del HPV por sexo oral es mayor de mujer a hombre [68, 560].

A pesar de que existen muchas preguntas acerca de la situacion del OPC HPV+
en México, no es necesario esperar a que todas sean resueltas para impulsar la
reevaluacion de cémo se diagnostica y trata a los pacientes con esta enfermedad. Entre
las guias de practica clinica del Instituto Mexicano del Seguro Social no existe ningin
protocolo de prevencion, diagnoéstico y tratamiento del OPC, sélo del carcinoma
epidermoide de laringe [563] y cavidad oral [564], ambos enfocados al tabaquismo y
alcoholismo como agentes causantes. Ambas guias mencionan brevemente al HPV como
factor de riesgo y recomiendan investigar en la historia clinica el antecedente de
infecciones por HPV, pero no ofrece informacion sobre pruebas de laboratorio para
establecer el estatus actual de HPV, ni qué procedimiento se deberia seguir si se
obtuviera un resultado positivo. Debido a que la prueba de HPV no se realiza
rutinariamente a las biopsias de OPC, las opciones de tratamiento para los pacientes
HPV+ en México siguen siendo innecesariamente agresivas [563, 564].

Desde 2012, la vacuna anti-HPV se encuentra dentro del esquema nacional de
vacunacion de la Secretaria de Salud, y se aplica de forma gratuita a niflas de quinto
grado de primaria y nifias de 11 afios de edad no escolarizadas como parte de la
estrategia para prevenir el CC [565, 566]. La vacunacién contra el HPV en los nifios
puede reducir el riesgo de transmisién a las parejas sexuales vy, por lo tanto, disminuir el
riesgo de enfermedades relacionadas con el HPV en la poblacion, pero este enfoque es
complicado de aplicar en México cuando el CC es el segundo cancer con mayor
incidencia y mortalidad en la mujer desde el 2006 [560, 567, 568]. Actualmente, la Ciudad
de México es el Unico estado del pais donde se les aplica la vacuna anti-HPV a los nifios
desde el 2017 [569]. Los datos acerca de la cobertura nacional alcanzada hasta ahora con
la vacuna anti-HPV no estan disponibles para consulta, por lo que no es posible ofrecer
un comentario acerca de la inmunidad colectiva en México contra el OPC HPV+. Sin
embargo, se ha documentado la alta aceptabilidad de la vacuna en México: estudios
muestran que la vacuna tiene una aceptacién mayor al 80% independientemente del
sexo, presencia de co-morbilidades como HIV e incluso ante la falta de informacion de la
vacuna, y que los promotores mas importantes de aceptabilidad fueron desear protegerse
de la transmisién del HPV o del cancer y que la vacuna estuviera disponible de forma

gratuita [567, 570, 571]. Por otra parte, las barreras para la aceptacion de la vacuna
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contra el HPV se basan en informacion errénea sobre el HPV y la vacuna, por ejemplo, no
sentirse en riesgo de contraer HPV, oposicion de la pareja a la vacuna, dudas sobre la
seguridad de la vacuna y posibles efectos adversos posteriores [567, 571]. Sin embargo,
es importante sefialar que dichos estudios fueron realizados en zonas urbanas y que un

alto indice de aceptacién no necesariamente significa un alto indice de vacunacion [572].

Ante la ausencia de informacion nacional actual del OPC HPV+, falta de algoritmos
para identificar individuos en riesgo de desarrollarlo y ausencia de guias para detectarlo y
tratarlo, la vacunacion profilactica contra el HPV tiene el mayor potencial para prevenir
gue este carcinoma se convierta en una amenaza para la salud de los mexicanos. Recibir
informacién sobre los beneficios de la vacuna contra el HPV y los riesgos de infeccion por
HPV por parte de un médico ha sido un predictor significativo de la voluntad de madres e
hijas adolescentes para vacunar [567, 571-573], por lo que un rol mas activo por parte de
los servicios de atencion médica para informar acerca de la vacuna y facilitar su acceso,
asi como actividades de educaciéon para la salud que busquen evitar o disminuir los
factores de riesgo en el contagio de HPV, podrian marcar la diferencia en el control de

esta enfermedad cuya marcha se desconoce en nuestro pais.
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Conclusiones

La asociacion entre la infeccién por HPV y OPC HPV+ reside en los mecanismos
moleculares oncogénicos inherentes del HPV y la conducta sexual de ciertas poblaciones,
factores que han llevado al aumento significativo de los casos de OPC atribuibles a la
infeccion prevalente con subtipos de alto riesgo de HPV (principalmente HPV-16) en
mdltiples paises, afectando desproporcionadamente a los hombres. La mayoria de los
individuos son capaces de eliminar la infeccion oral por HPV sin manifestaciones clinicas,
pero una fraccion de los sujetos que no logran eliminar la infeccién corre el riesgo de
desarrollar OPC debido a que a lo largo de la infeccion persistente puede ocurrir la
integracion del DNA del virus al genoma de la célula hospedera, lo que deriva en
mutagénesis insercional y la desregulacion en la expresiéon de las oncoproteinas del HPV,
gue favorecen que las células infectadas adquieran caracteristicas anormales por
diversos mecanismos y pueden conducir al desarrollo y progresion de lesiones

cancerosas.

Actualmente no es posible detectar el OPC HPV+ en etapas tempranas, por lo que
la vacunacién contra el HPV es la opcidon mas prometedora de prevencidon para detener la
tendencia creciente de OPC HPV+, pero las tasas de vacunacién siguen siendo bajas,
especialmente en hombres. Aunado a esto, todavia no se cuenta con un protocolo
ampliamente utilizado para el diagnéstico de esta patologia, lo cual retrasa la terapia, y los
regimenes terapéuticos existentes siguen siendo los mismos que para el OPC HPV-, a
pesar de que se ha demostrado que son entidades tumorales distintas, por lo que los
pacientes con OPC HPV+ continlGan siendo expuestos a tratamientos innecesariamente
agresivos que a menudo tienen consecuencias serias en funciones como respirar, tragar y

hablar, asi como un significativo deterioro estético.

Dados los aumentos mundiales en la incidencia de OPC HPV+ durante las Gltimas
décadas, es de interés para cada pais aclarar en qué medida la carga de OPC ha
aumentado en su territorio y el impacto que podria tener en su poblacion. En el caso de
México, el OPC HPV+ representa una amenaza latente cuya informacion es escasa y se
encuentra desactualizada; esta situacidon podria cambiar a través de programas de

vigilancia sanitaria y estudios epidemioldgicos que permitan estimar la fraccion de casos
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OPC asociada a HPV vy los determinantes de adquisicidn, eliminacion y persistencia de la
infeccién oral por HPV en los mexicanos, con el fin de identificar poblaciones de alto

riesgo e implementar servicios de salud preventivos y de atencion temprana.
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