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Introduccion
Los virus del papiloma humano (VPH) son miembros de la familia Papillomaviridae. Las

particulas virales son pequefias y contienen una cadena de ADN de doble hebra. Existen
mas de 200 genotipos descritos, de los que cerca de una tercera parte tienen como objetivo
infectar las mucosas del hospedero. Los genotipos del VPH que afectan las mucosas, por lo
regular se transmiten por via sexual y se pueden subdividir entre bajo y alto riesgo. Los de
alto riesgo se asocian con cdncer cervicouterino, vulvar, vaginal, peneal, anal y con otros
tumores orofaringeos, mientras que los de bajo riesgo no conducen al cancer (Ochoa-
Carrillo, 2014).

Siendo asi el VPH es la enfermedad de transmision sexual (ETS) mas comun en México. Se
estima que 7 de cada 10 Mexicanos sexualmente activos son portadores de esta
enfermedad (IMVPH, 2018).

En México, entre 4 y 5 millones de parejas sufren problemas de fertilidad y cada afio se
suman mas, de acuerdo con informacidn del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.
Desde el punto de vista etioldgico, la infertilidad se considera de origen multifactorial, por
transtornos genéticos, hormonales, estilo de vida inadecuados, por causas ambientales,
infecciones de transmisién sexual (ITS), bacterianas, micéticas o virales, en donde se incluye
al Virus del Papiloma Humano (VPH), (Pérez Soto, Sdnchez Monroy, Domingo Vazquez, &
Oros Pantoja, 2019). De hecho, el estrés oxidativo en espermatozoides es uno de los
mayores causantes de infertilidad masculina de origen desconocido (AMMR, 2018).
Tomando esto en cuenta resulta incuestionable la participacion del estrés oxidativo en la

patogenia de la infertilidad masculina. Puesto que gran parte de estos pacientes presentan
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niveles elevados de especies reactivas del oxigeno (ERO), cuya presencia en el semen
constituye un reflejo del desbalance entre su produccidn por los elementos celulares y su
degradacion por los sistemas antioxidantes (Alba Zayas, Monzén Benitez, Peldez Yanez, &
Quintero Pérez, 2000).

Las ERO afectan la fertilidad masculina por las alteraciones que se producen en la
permeabilidad de la membrana espermatica que origina alteraciones en la movilidad y
morfologia del espermatozoide; el H,0; difunde a través de las membranas, entra a la célula
e inhibe la actividad de algunas enzimas, como glucosa 6 fosfatodeshidrogenasa (G6PDH)
gue origina una disminucién en la produccion de NADPH y una concomitante acumulacién
de la forma oxidada del glutatiéon (GSSG), (Mallok, Flores-Sanchez, Alonso-Rodriguez, &
Martinez-Sanchez, 2011).

El gen CYP2E1 codifica un miembro de la superfamilia de enzimas del citocromo P450. Las
proteinas del citocromo P450 son monooxigenasas que catalizan reacciones implicadas en
el metabolismo de farmacos y la sintesis de colesterol, esteroides y otros lipidos. Esta
proteina se localiza en el reticulo endopldsmico y es inducida por el etanol, el estado
diabético y la inanicion (GeneCards, 2008).

La enzima CYP2E1 es una de las enzimas CYP mds estudiadas tanto en animales como en
humanos, debido a su papel en el metabolismo del etanol y por su participacion en la
activacion metabdlica de una serie de procarcinégenos, ademas es importante en patologia
puesto que se ha descrito como una de las enzimas que produce mayor cantidad de

especies reactivas de oxigeno (anion superoxido y H,0;) (Orellana B & Guajardo T, 2004).




De igual manera el aumento de la actividad de CYP2E1 se ha asociado con un mayor riesgo
de cancer a través de una mayor produccion de ERO y una mayor activacién de una variedad
de procarcinégenos (Caro & Cederbaum, 2004).

Siendo asi una enzima importante para evaluar los efectos téxicos producidos por la
infeccion de patégenos como lo es el VPH; ya que la infeccién persistente por VPH
promueve la inflamacién crénica, que también puede inducir un desequilibrio entre
prooxidantes (ERO, NOS) y antioxidantes (CAT, SOD), causando dafio oxidativo a los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos de la membrana de los espermatozoides, induciendo procesos
degenerativos tanto agudos como cronicos, incluida la carcinogénesis y el cancer e
infertilidad masculina (Pérez Soto, y otros, 2020).

Por lo tanto es importante estudiar si hay una correlacion entre la expresion de CYP2E1 y
los efectos téxicos que puede producir el VPH sobre los espermatozoides, pues dilucidar

dicho vinculo facilitaria el diagndstico y profilaxis en parejas con problemas de infertilidad.

Marco Tedrico

Virus del Papiloma Humano
El VPH (virus del papiloma humano) es un virus de transmisidon sexual y es la infeccién de

transmisidn sexual mas frecuente en el mundo, transmitido por contacto genital (como el
contacto sexual vaginal y anal). También se transmite por contacto cutaneo (piel) (Food and
Drug Administration, 2019). Es resistente a la desecacion y al calor, siendo asi la infeccién
mediante vias no sexuales posible, por ejemplo a través de intercambio de ropas o por

transmisién vertical, durante el parto. Ademas se encuentra en toda la zona genital




incluyendo escroto, labios mayores, cuerpo del pene, glande etc.; por ende, el uso de
conddén no es un método totalmente preventivo de la infeccién por VPH (Silva, y otros,
2013).

La infeccion por VPH afecta a hombres y mujeres por igual; sin embargo, en hombres se
asocia principalmente a lesiones como verrugas ano-genitales (condilomas) y neoplasias
intraepiteliales de pene y ano. La infeccién de VPH en el hombre es considerada de escasa
relevancia ya que este se considera como vector silencioso, a pesar de jugar un papel
importante en la transmisién, sélo 1% de los hombres llega a experimentar algun signo o
sintoma clinico (Silva, y otros, 2013).

Clasificacion

Los virus del papiloma humano (VPH) son miembros de la familia Papillomaviridae y del
género Papillomavirus, los cuales tienen tropismo por los epitelios; infectan principalmente
la piel y membranas mucosas.

Se clasifican taxondmicamente en cinco géneros:

e Alpha-Papillomaviruses: Infectan el epitelio cutdneo y mucoso del tracto anogenital,
provocando desde verrugas comunes a lesiones neopldsicas.

e Beta-Papillomaviruses: Producen lesiones subclinicas o infecciones latentes que
pueden ser de importancia clinica en indiviudos inmunodeprimidos o pacientes con
epidermodisplasia verruciforme.

e Gamma-Papillomaviruses: Causan papilomas y verrugas cutaneas.

e Mu-Papillomaviruses: Generan papilomas y verrugas cutaneas.




e Nu-Papillomaviruses: Generan papilomas y verrugas cutaneas (Elsevier Connect,
2019)

De los cuales solo Alpha-Papillomavirus, Beta-Papillomavirus y Gamma-Papillomavirus
llegan a infectar a humanos.
Se han descrito mas de 200 tipos de VPH, los transmitidos por via sexual son
aproximadamente 40 y éstos se pueden agrupar en VPH de bajo riesgo (VPH-BR) en donde
se incluyen mas frecuentemente los tipos 6, 11, 42, 43 y 44 o VPH de alto riesgo u
oncogénico (VPH-AR) siendo de este grupo los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52,

56, 58, 59, 66, 68 y 70 (Silva, y otros, 2013).

Estructura
Las particulas del VPH son icosaédricas, sin envoltura y miden entre 52-55 nm de didmetro.

La capside esta constituida por 72 capsdémeros pentaméricos de la proteina mas abundante
L1. Otra proteina de la capside denominada L2 se asocia internamente a un subgrupo de
capsémeros formados por L1. En los viriones no se han encontrado componentes de
naturaleza lipidica ni glicosidica. Dentro de la capside se ubica el genoma viral, que esta
constituido por ADN de doble cadena covalentemente circularizado, que se encuentra con
histonas formando un complejo similar a la cromatina (figura 1) (Santos-Lopez, Marquez-

Dominguez, Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).




Proteina L1

Histona

ADN genémico

Figura 1. Estructura del VPH. A) Modelo atémico de la cdpside reconstruido con
criomicroscopia electronica. Obtenido de:
http://viperdb.scripps.edu/Info Page.php?VDB=1|0t#illustrations. B) Diagrama de la cdpside
donde se observa el genoma viral empaquetado en histonas y la proteina principal de la

cdpside L1. Obtenido de: https://viralzone.expasy.orq/5

Su genoma mide entre 6800-8400 pares de bases, contiene un promedio de ocho marcos
abiertos de lectura (ORF, del inglés open reading frame) y se divide en tres regiones
principales: la primera una region reguladora no codificante denominada regién larga de
control (LCR, del inglés long control region) la cual tiene la funcidon reguladora de la
transcripcién de los genes virales E6 y E7; la segunda es una regidén que presenta genes de
expresion temprana (E del inglés early) las cuales dan origen a proteinas no estructurales
E1, E2, E4,E5,E6 Yy E7 y latercera region contiene genes de expresion tardia (L de late), que
originan dos proteinas estructurales L1y L2 (figura 2) (Santos-Lépez, Marquez-Dominguez,

Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015), (Beltran-Lissabet J. F., 2014).



http://viperdb.scripps.edu/Info_Page.php?VDB=1l0t#illustrations
https://viralzone.expasy.org/5
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Figura 2. Genoma del VPH dividido entres regiones: LCR, E y L. Obtenido de (Beltran-Lissabet J. F.,
2014).

La regulacién de la expresion de los genes virales esta controlada por factores de
transcripcién celulares y virales. Donde sélo una hebra de la doble cadena de ADN actua
como molde para la expresion de los genes virales, que codifican un nimero de transcriptos
de ARNm policistrénicos. Los genes E6 y E7 mantienen la replicacion; E1, E2, E3, E4, E5 y E8
estan implicados en el control transcripcional y la replicacién del ADN viral, ademas de otras
funciones, mientras que los genes L1y L2 codifican las proteinas encargadas del ensamblaje
de las particulas virales (Beltran-Lissabet J. F., 2014).

Las funciones de las proteinas codificadas por el genoma del VPH se resumen en la tabla 1.
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Tipo de proteina Nombre Funciones o actividades asociadas

E1 Tiene funciones de helicasa. Es esencial para la replicacion y la transcripcion

E2 Esencial para replicacion y transcripcion viral, segregacion genamica y encapsidacion

E4 Regula la expresion de genes tardios, controla la maduracion viral y la salida de |os viriones

Es Estimula la actividad transformante de EE y E7, promueve la fusion celular generando aneuploi-

dia e inestabilidad cromosdmica, contribuye a la invasidn de la respuesta inmunitaria

Mo estructurales Se une & induce la degradacion de la proteina supresora de tumores p53, inhibiendo la apop-

E& tosis; interactia con proteinas del sistema inmunitario innato, contribuye a la evasion de la
respuesta inmunitaria y a la persistencia del virus; activa la expresion de la telomerasa

Se une e induce la degradacion de la proteina supresora de tumores pRE; incrementa la activi-
dad de cinasas dependientes de ciclinas; afecta la exprasidn de genes de fase S por interaceion

E7 ) L i E iy .
directa con factores de transcripcién E2F v con histona desacetilasa; contribuye a la evasion de
la respuesta inmunitaria

L1 Proteina principal de la capside. Reconoce receptores sobre la célula hospedera. Es altamente
inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes

Estructurales . i i o . .
L2 Proteina secundaria de la capside. Participa en la unién del virién a la célula, en su entrada a la

celula y su transporte al nicleo, |a liberacion del genoma y el ensamble de los viriones

Tabla 1. Proteinas del VPH y sus funciones asociadas. Obtenido de (Santos-Lopez, Marquez-
Dominguez, Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).

Ciclo de Replicacidn
El VPH tiene una alta especificidad por células epiteliales escamosas, en las cuales se lleva

a cabo la sintesis de nuevas particulas virales. El virus para establecerse en el tejido requiere
de la infeccién de los queratinocitos basales, habitualmente a través de lesiones o
abrasiones en el tejido, lo cual sugiere que es necesaria la presencia de células con actividad
mitética (Santos-Lépez, Marquez-Dominguez, Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).

La introduccién de los viriones inicia mediante la interacciéon de la proteina L1 viral, no
obstante aun no se ha identificado el receptor celular que permite la entrada de los viriones
a las células epiteliales. Sin embargo, entre las propuestas esta la integrina alfa-6, beta-4 la
cual se expresa en el proceso de restauracion de un tejido dafiado, lo que la hace muy
apropiada para esta funcién. Asi mismo, se ha visto que los viriones se unen al heparan

sulfato de la superficie celular, lo cual podria proveer un anclaje inicial, seguido de la
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formacién de un complejo que permita su entrada a través de un endosoma (De la Cruz
Hernandez, Mohar Betancourt, & Lizano Soberdn, 2004).

Otra propuesta de receptor celular es el sindecano-1 que es altamente expresado durante
la migracidn y proliferacidon de queratinocitos asi como foliculos pilosos, por ende, cuando
los queratinocitos basales y suprabasales son expuestos a un trauma menor o abrasién se
sobreexpresa el sindecano-1, regulando fuertemente la adhesién e internalizacion del VPH
in vivo (Beltran-Lissabet J., 2014).

La fase inicial en una infeccion de VPH es la adhesion de viriones intactos a células de un
epitelio €scamoso en donde pueden ocurrir dos tipos de
infecciones: productivas o latentes.

Las infecciones latentes ocurren predominantemente en células inmaduras (células basales
o metapldsicas) del epitelio escamoso. EIl ADN viral permanece dentro de la célula en forma
circular libre (forma episomal) sin replicarse y no hay cambios morfoldgicos citoldgicos, por
lo que la deteccién viral sélo puede hacerse por métodos moleculares (De la Fuente-
Villarreal, Guzman-Lépez, Barboza-Quintana, & Gonzalez-Ramirez, 2010).

Después de dividirse la célula infectada, una de las células hijas reside en la membrana
basal, mientras que la otra célula inicia la diferenciacion en la parte superior del epitelio. El
virus requiere la maquinaria de replicacion celular para la sintesis del ADN virico, siendo
esta poco eficiente en células ya diferenciadas. A pesar de ello el virus estimula la progresion
de las fases G1-S en células diferenciadas y asi mismo produce un ambiente adecuado para

la replicacién del ADN (De la Cruz Hernandez, Mohar Betancourt, & Lizano Soberén, 2004).
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En las infecciones productivas o activas, la replicacién viral se realiza principalmente en
células escamosas ya diferenciadas (capas intermedia y superficial) del epitelio escamoso,
en donde se lleva a cabo una alta actividad de replicacién del ADN viral, con produccién de
proteinas de la cdpside y ensamblaje de nuevos viriones, siendo estos los que producen
cambios celulares distintivos sobre las células infectadas. Ya sea acantosis, vacuolizacion
citoplasmica prominente, atipia nuclear y binucleacién (De la Fuente-Villarreal, Guzman-
Lépez, Barboza-Quintana, & Gonzalez-Ramirez, 2010).

Aunque la infeccién por VPH se puede dar en células indiferenciadas que estan en divisién,
la replicacién viral solo ocurre en células que puedan diferenciarse. Ya que las células
programadas para diferenciarse generan factores especificos de diferenciacién los cuales
utiliza el VPH para aumentar su transcripcion. Un ejemplo es la ADN polimerasa, puesto
que, el genoma viral del VPH no la codifica ni otras enzimas que controlan la sintesis del
ADN viral; por lo tanto, el VPH utiliza la maquinaria genética de la célula para asi garantizar

su replicacién (figura 3) (Hernandez, 2017).
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Evasion de la respuesta
inmune innata por VPH-AR

Ciclo Infeccioso 6-12
semanas

Ensamblaje y liberacién de viriones i Lainfeccion por VPH-AR disminuye los
- sensores de la respuesta inmune innata,
+ ylas proteinas E6 Y E7 inhiben la respuesta a

. interferones tipo 1

Las proteinas L1,L2 Y E4 son
producidas

Amplificacién del genoma viral, mas de
1000 copias por célula. Las proteinas
E1, E2, ES, E6, Y E7 son producidas

Las células de Langerhans (CL) o células
dendriticas (CD) estromales no son activas, no
hay migracién, procesamiento ni presentacion
antigénica

Amplificacién del ADN viral en
células que no se dividen

Los VPH infectan queratinocitos de
la capa basal, 10 copias por célula.
Las proteinas E2, E5, E6 y E7 son

producidas. El virus se replica junto
con la célula

Los queratinocitos infectados no liberan
citocinas proinflamatorias

Bajo niveles de proteina, no hay viremia, no hay
muerte celular ni inflamacién.
semanas

Figura 3. Ciclo infeccioso y evasion de la respuesta inmune innata por VPH-AR. Obtenido de
(Mora-Garcia & Monroy-Garcia, 2015).

El ADN viral comienza a replicarse con la interaccion de los factores de transcripcién de la
célula con la regién LCR del virus y los genes virales (E6 y E7) son los primeros en
transcribirse y su sobreexpresion es el principal factor para el desarrollo de lesiones. La
proteina E6 se une con la proteina asociada a E6 (E6AP) la cual es una proteina celular que
funge de ubiquitina ligasa. E6 aumenta la afinidad de E6AP por p53 favoreciendo la rapida
degradacion de p53 mediante ubiquitinizacidn lo que lleva a inactivar las funciones de p53,
entre ellas: regulacién del ciclo celular mediante arresto en G1, moderar procesos de
apoptosis e intervenir en la reparacion del ADN, regular la expresiéon de ErbB2 y estimular
genes supresores de tumores como Notch. Por otro lado, la proteina viral E7 se puede unir
a la forma hipofosforilada de pRB. Esta unién rompe el complejo entre pRB y el factor de
transcripcién E2F-1, quedando libre E2F-1 y asi este se une a promotores de genes
necesarios para que la célula entre en fase S del ciclo celular y asi comience su transcripcion

(Silva, y otros, 2013).
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Después de la accién de E6 y E7 se da la transcripcidn de E5 que induce un aumento en la
actividad de proteinas quinasas, principalmente receptores; consiguiendo un incremento
de la respuesta celular para los factores de crecimiento y de diferenciacién, lo que resulta
en una proliferacion continua y diferenciacion retardada de la célula receptora. El siguiente
acontecimiento es la transcripcion de E1 y E2. Donde E1 actua como helicasa separando las
hebras de ADN y permitiendo la unién del complejo de replicacion y E2 bloquea la
transcripcién de E6 y E7, dejando que E1 se una al origen de la replicacion del virus. Todo
esto inicia la replicacidon del ADN viral en forma extra-cromosomal, junto con la fase S del
ciclo celular. Cuando se frena la transcripcidon de E6 y E7 por la accion de E2 las proteinas
p53 y pRB pueden funcionar normal. Posteriormente las proteinas L1 y L2 de la capside
viral aparecen y forman el virion completo con la ayuda de la proteina E4, asi mismo, E4 es
capaz de inducir el colapso de la red de queratina de los queratinocitos, lo que favoreceria
la liberacién de los viriones (Silva, y otros, 2013).

Ya que el VPH no presenta una fase litica, por lo tanto, es liberado cuando las células
terminales del estrato cdrneo sufren un proceso de descamacion (Sanabria Negrin, 2009).
El proceso infeccioso y la replicacion del ADN viral pueden suceder entre seis y doce
semanas, en cambio, el desarrollo de lesiones malignas se puede dar en dos o mas afios
(Mora-Garcia & Monroy-Garcia, 2015). En la figura 4 se resume el proceso de replicacidon

del VPH en las células infectadas.

15




omdohucrbdon _\\
§ 20

act
0 kﬂ) b mmwwa‘
8 D | b |

o

B

&
g

E7 —

Proliferacon cedular y @ Q
retraso de

diferenciacion celular RB

@-
%Mﬁ S -  Replicacon del ONA viral

s #y %@*@

Figura 4. Funcidn de las distintas proteinas virales del VPH al inicio de la replicacion dentro de las
células infectadas. E7 se une la proteina del retinoblastoma dejando libre al factor de transcripcion
E2F-1, promoviendo la activacidn de genes que aumentan la proliferacion celular. La oncoproteina
E6 induce la ubiquinizacion y degradacion de p53, disminuyendo la apoptosis mediada por p53. E2

regula la transcripcion de las oncoproteinas E6 y E7. La proteina E5 aumenta la accion de las
quinasas celulares promoviedo la proliferacion y disminuyendo la diferenciacion celular. E4 ayuda
al ensamblaje de las proteinas de la cdpside viral L1 y L2 para el empaquetamiento de los viriones
de VPH. Obtenido de (Silva, y otros, 2013).

Otra caracteristica crucial, asociada frecuentemente a los virus de alto riesgo (VPH-AR), es
la integracidon del genoma viral al genoma celular, mientras que en los virus de bajo riesgo
(VPH-BR) el genoma permanece episomal (Santos-Lépez, Marquez-Dominguez, Reyes-
Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).

Los VPH-AR rompen el habitual estado circular, especificamente en la regidén que codifica a

E2 e integrar su genoma a la célula hospedera. Al romper la secuencia que codifica para E2
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se detiene la retroalimentacion negativa que tiene sobre la transcripcion de E6 y E7,
favoreciendo su produccidon sin un elemento regulatorio, dando como resultado la
inmortalizacidon de la célula. De tal manera que la alta proliferacién celular y ausencia de
apoptosis comienzan a generar inestabilidad gendmica de la célula lo que conlleva al
desarrollo de cancer (Silva, y otros, 2013).

El paso de una lesién de alto grado a céncer invasivo se ha asociado a este tipo de
integracion. En mas de la mitad de los casos de cancer con infeccion VPH 16 y la mayoria
con infeccion por VPH 18 se ha reportado que tienen integrado el genoma viral (Santos-
Lopez, Marquez-Dominguez, Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz, 2015).

Ademas de la alta afinidad de las proteinas E6 y E7 por las proteinas p53 y pRB de la célula,
ya que en los VPH-BR la tasa de integracidon de ADN es menor y la afinidad por las proteinas
p53 y RB es baja. Tal es el caso de la proteina E7, donde un solo aminoacido marca la
diferencia de afinidad de ésta con la proteina pRB (VPH-AR posee un acido aspartico y VPH-

BR una glicina) (Silva, y otros, 2013).

Epidemiologia del VPH
El VPH es considerado como la enfermedad de transmision sexual mas comun en México.

Se estima que 7 de cada 10 mexicanos sexualmente activos son portadores de esta
enfermedad, es tan comun que casi todos los hombres y mujeres sexualmente activos lo
contraeran a lo largo de su vida, donde 8 de cada 10 hombres y mujeres son portadores de

la infeccion (IMVPH, 2018).
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Se cree que 25% de las personas sexualmente activas se infectan por VPH genital a los 21
anos de edad (Ochoa-Carrillo, 2014).

La OMS en 2017 estimo la prevalencia a nivel mundial de VPH en mujeres y fue de 11.7%,
aunado a esto América Latina y Caribe presentaron 16.1% de prevalencia, la segunda mas
alta del mundo después de Africa Sub-Sahariana (24%). En hombres la prevalencia es alta
alrededor de todo el mundo (21%) y el pico suele ocurrir un poco mas tarde que en las
mujeres. La prevalencia de cualquier tipo de VPH en el pene es del 18.7%; en el escroto del
13.1%; y del 7.9% en la regidén del perineo. Los hombres que hayan tenido minimo tres
parejas sexuales en la vida tienen 4.5 veces mas probabilidad de infectarse por cualquier

tipo de VPH que aquellos que han tenido menos parejas sexuales (OPS, 2020).

Infeccién por VPH
La probabilidad de infeccion aumenta al comienzo de la vida sexual, donde la mas alta

prevalencia se observa en mujeres menores de 25 afios, luego esta decrece rdpidamente.
Las infecciones por VPH son transitorias, pero diversos factores incrementan su
persistencia: ya sean genéticos, o adquiridos como la edad, la inmunodepresion,
anticonceptivos orales, el tabaquismo, y factores virales (genotipo, variantes, carga
viral, integracién), (Sanabria Negrin, 2009).

Las infecciones por VPH son muy frecuentes, siendo principalmente asintomaticas, y sdlo
un pequeno grupo de estas infecciones llega a presentar una manifestacién clinica. Tras un
periodo de tiempo prolongado la mayoria de la infecciones se solucionan de forma natural,

pero algunas llegan a persistir, y sélo un grupo pequeiio, después de 12 meses, logra
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progresar a lesiones clinicas. Por ende, las infecciones que persisten 12 o mas meses pueden
evolucionar hacia una presentacion clinica y las que presentan persistencia de infeccion con
virus de alto riesgo estan en mayor riesgo de desarrollar cancer (Ojeda F, 2010).

Sin embargo, la infeccion por VPH en el hombre por muchos afios ha sido considerada como
un problema menor y de escasa relevancia catalogandolo como el vector silencioso por lo
qgue la prevalencia de la infeccién en el hombre puede variar de un estudio a otro,
dependiendo de las técnicas de deteccidn realizada, la zona anatdmica de toma de muestra,

tipo de muestra y poblacién estudiada (tabla 2) (Silva, y otros, 2013).

Pais Poblacién de estudio Tipo de muestra Método deteccion de VPH  Frecuendia
Chile Estudiantes universitarios  Células exfoliativas del cuerpo del pene y surco coronal RPC, reverse line blot 84%
México Estudiantes universitarios  Orina RPC 50%
México Jovenes militares Células exfoliativas del cuerpo del pene, surco coronal, RPC 48-61,9%
glande y escroto
Brasil Estudiantes universitanios ~ Células exfoliativas del surco coronal, glande y escroto RPC 72.3%
y poblacion general
Estados Unidos de Aménca  Estudiantes universitanos  Células exfoliativas del cuerpo del pene, glande, escroto RPC 26%
y orina
Estados Unidos de Aménca  Jovenes militares Células exfoliativas del surco coronal, glande y escroto RPC 61.3%
Finlandia Jovenes militares Células exfoliativas del pene RPC 9.1%
Suscia Jovenes militares Onina RPC 12%

Tabla 2. Frecuencias de infeccion por VPH en hombres en diversos estudios de acuerdo al pais,

poblacion, tipo de muestra utilizada y metodologia de deteccion de VPH. Obtenido de (Silva, y

otros, 2013).

Sin embargo, la mayoria de los estudios en hombres encontraron prevalencias tan altas
como las reportadas en estudios en mujeres. En un estudio se muestra una prevalencia del
VPH en los hombres tan alta como 72.9% y generalmente alrededor del 20%, segun la
poblacién de estudio y el tipo y nimero de sitios anatdmicos evaluados (Dunne, Nielson,

Stone, Markowitz, & Giuliano, 2006).
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Infeccion Simple y Muiltiple
Las infecciones multiples son aquellas en las que un mismo individuo cuenta con varios

genotipos de VPH simultdneamente, se ha observado con mas frecuencia entre mujeres
jovenes y entre aquellas con anomalias citoldgicas o una respuesta inmune deteriorada
(Pista, Oliveira, Verdasca, & Ribeiro, 2011). En cambio, las infecciones simples presentan un

solo genotipo de VPH infectando al individuo.

Infeccion con Virus de Alto y Bajo Riesgo
Los genotipos del VPH que afectan las mucosas, por lo regular se transmiten por via sexual

y se pueden subdividir en infecciones con VPH de alto y bajo riesgo. Las infecciones con
VPH-AR se conocen por ser oncdgenos y se asocian con cancer cervicouterino, vulvar,
vaginal, pene, ano y con otros tumores orofaringeos (Ochoa-Carrillo, 2014), pueden
producir cambios celulares llamados precanceres cuando permanece e infecta las células
de la vulva, la vagina, el pene o el ano. Estos cambios podran derivar en cancer si no se
detectan y eliminan en forma oportuna (Centros para el Control y la Prevencidén de
Enfermedades, 2020).

Las infecciones con VPH-BR son no oncogénicas y se asocian con el condiloma acuminado,
la neoplasia intraepitelial de bajo grado y las infecciones asintomaticas.

La mayoria de las personas infectadas por el VPH no son conscientes de la infeccidn, puesto
que el sistema inmune elimina de forma natural la infeccidon en un periodo de dos afios.
Esto ocurre tanto con los tipos de virus oncogénico como no oncogénico (Centros para el

Control y la Prevencién de Enfermedades, 2020).
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Manifestaciones clinicas
La forma clinica de la infeccidn genital por el VPH es variable y puede ir desde estados

asintomaticos con resolucién espontanea hasta la presentacion de procesos cancerigenos.
Entre las manifestaciones clinicas comunes destacan los condilomas acuminados, (verrugas
genitales o anogenitales), las cuales son lesiones proliferativas benignas, generalmente
multiples, de color rosado o blanco-grisaceo, a veces pigmentadas, en cuya superficie se
aprecian proyecciones filiformes o papilomatosas. Generalmente son lesiones exofiticas,
sésiles o pediculadas, pero pueden ser aplanadas. Habitualmente se localizan en la regién
anogenital, en zonas de mayor traumatismo durante el acto sexual. Pueden aparecer
también en pubis, regiones inguinales, perineales y perianales e incluso en el canal anal,
meato uretral, vagina, cérvix y cavidad oral.

Los condilomas perianales son especialmente comunes en hombres que tienen sexo con
hombres, y cerca de dos tercios de los pacientes con verrugas perianales tienen también
verrugas intraanales. Habitualmente estas lesiones son asintomaticas, aunque si son de
gran tamaino y numerosas pueden causar prurito, exudacién y ocasionalmente sangrado.
(Sendagorta-Cudds, Burgos-Cibrian, & Rodriguez-Iglesias, 2019).

Este tipo de lesiones afectan principalmente a adultos jévenes (de 20 a 40 afios), teniendo
un mayor riesgo los pacientes inmunodeprimidos y las personas con multiples contactos

sexuales (figura 5).
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Figura 5. Condilomas acuminados en el cuerpo del pene. Obtenido de: Kasper D, Fauci A, Hauser S,
Longo D, Jameson J, Loscalzo J. Harrison. (2016) Principios de Medicina Interna, 19e.

Una de las manifestaciones mas importantes por el VPH son las lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado (LEIAG) (figura 6). Estas son lesiones proliferativas malignas,
consideradas precursores directos de gran cantidad de carcinomas escamosos. Ubicadas
principalmente en cuello de Utero y ano, aunque también se pueden encontrar en vulva,
pene, periné y cavidad oral. Estas lesiones requieren el uso de microscopios y tinciones
especificas (aplicacion de acido acético y lugol) para su correcto diagndstico. Son
totalmente asintomadticas y afectan principalmente a adultos de mediana edad (30-50
afios), teniendo un riesgo mucho mayor pacientes con infeccién por VIH u otros pacientes
inmunodeprimidos. La adquisicion es también por contacto sexual. Estas lesiones estan
producidas principalmente por los genotipos VPH oncogénicos como el 16, 18, 31, 33y 35

(Sendagorta-Cudds, Burgos-Cibrian, & Rodriguez-Iglesias, 2019).
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Figura 6. Lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado a 40x. Obtenido de: Moya Salazar, Jeel
& Rojas-Zumaran, Victor. (2016). Patologia Revista Latinoamericana. 54. 66-75.

Existen otras manifestaciones que son extragenitales y cuya adquisiciéon no es por contacto
sexual. Las verrugas cutdneas, entre ellas las verrugas vulgares, plantares y planas, son unas
de las lesiones mas frecuentes. Son lesiones epiteliales benignas, circunscritas, pequeiias,
que pueden asentar en cualquier parte de la superficie cutdnea, aunque predominan en las
manos, en las plantas de los pies o en la caray cuello. Con mayor frecuencia afectan a nifios
pequenos y adultos jévenes, y se transmiten por contacto. Generalmente son lesiones

asintomaticas y los genotipos de implicados son principalmente el 1, 2, 3y 4 (figura 7).

o SR, 15 :

Figura 7. Verrugas vulgares multiples. Obtenido de: Revenga Arranz, F., Patricio Rubio, J.F. (2001).
Las verrugas. Medicina Integral. 37(9), 395-403.
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Otra manifestacion mds infrecuente y no relacionada con el contacto sexual es la
papilomatosis respiratoria recurrente. Entidad propia de nifios pequefios consistente en
lesiones exofiticas en la trdquea y via respiratoria, que pueden originar alteracion del llanto
y estridor (figura 8). La transmsion es horizontal en el momento del parto, los genotipos
mas implicados son el 6 y 11 (Sendagorta-Cudds, Burgos-Cibrian, & Rodriguez-iIglesias,

2019).

Figura 8. Imagen endoscdpica de lesiones papilomatosas laringeas de aspecto verrugosas, blanco-
rosadas, semejantes a “frambuesas”. Obtenido de: Cuestas G, Rodriguez V, Doormann F, et al.
(2018). Papilomatosis laringea: una causa poco frecuente de disfonia en el nifio.Serie de casos.

Arch Argent Pediatr. 116(3), 471-475.

Finalmente, la epidermodisplasia verruciforme es una genodermatosis autosémica
recesiva, causada por la infeccién crénica por el VPH, reconocida por la aparicidon de
multiples lesiones verrugosas, constantemente en torso y brazos, y de aspecto similar a la
pitirasis versicolor, en la primera década de vida, en un tercio de los casos degenera a
carcinomas escamosos invasivos (figura 9). Los genotipos con mayor riesgo de
malignizacién son el 5 y el 8 (Sendagorta-Cudds, Burgos-Cibrian, & Rodriguez-lglesias,

2019).
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Figura 9. Epidermodisplasia verruciforme: lesiones tipo pitiriasis versicolor. Obtenido de: Castillo J,
Vargas F, Arenas R, et al.(2009) Epidermodisplasia verruciforme. Caso asociado con virus de bajo
potencial oncogénico (VPH-11). Dermatologia Cosmética, Médica y Quirurgica. 7(4), 253-257.

Diagndstico
La deteccidn de la infeccion por VPH puede realizarse mediante distintos métodos:

1. Diagndstico morfoldgico. ldentificacion morfoldgica de las alteraciones citopaticas
producidas por el virus VPH en las células escamosas, las cuales son observables tanto en el
examen citolégico como histolégico.

2. Deteccion de proteinas del VPH (método inmunohistoquimico).

3. Deteccion de secuencias gendmicas del VPH (técnicas de biologia molecular) (Castafio
Ignacio & Hurtado Estrada, 2012).

El VPH no se pueden cultivar in vitro; por lo tanto su deteccidon depende estrictamente de
analisis moleculares de la secuencia de ADN del virus. Esencialmente hay tres tipos de
métodos de hibridacién de acidos nucléicos para detectar el VPH: las sondas directas de

acidos nucléicos (Southern Blot), métodos de amplificacién de blanco (PCR) y la
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amplificacion de la sefial de hibridacién (Captura de hibridos) (De la Fuente-Villarreal,
Guzman-Ldpez, Barboza-Quintana, & Gonzalez-Ramirez, 2010).

En la hibridacién in situ se aplican sondas complementarias marcadas con sustancias
radiactivas o con colorantes que permitan la visualizacion sobre un corte del tejido
problema o sobre una extension citoldgica, la diferencia con las demds técnicas es la
deteccién del VPH en células sin necesidad de extraer el ADN (Castafio Ignacio & Hurtado
Estrada, 2012).

Southern blot consiste en tratar el ADN con enzimas de restriccion, seguido de la separacién
de los fragmentos mediante electroforesis en un gel de agarosa quedando separados segun
su tamano. Después el gel se trata para desnaturalizar el ADN que se transfiere a un filtro
de nitrocelulosa o nylon mediante un sistema de vacio, sobre el que se fija con luz
ultravioleta ("crosslinker” o calor, una vez tratado el ADN tiene cargas negativas) y por
ultimo se expone la membrana a sondas complementarias (hibridacién) de la cadena que
se esta buscando marcadas radioactivamente o con digoxigenina-biotina, quedando asi las
sondas fijadas al fragmento de ADN del que son complementarias lo que confirma que el
ADN de la banda correspondiente es efectivamente el que se busca (Garcia Rojo & Morillo
Castro, 1999).

Las técnicas moleculares como PCR, permite detectar la presencia del VPH en células
infectadas aun antes del inicio de sintomas, con la ventaja de detectar a partir de pocas
copias del virus (alrededor de 10-30 copias) en comparacién de otras metodologias y es util

en el diagndstico de casos reportados como indeterminados por métodos citolégicos/

26




histopatoldgicos. Esta técnica permite manejar diversas muestras tales como raspado
endocervical, orina o raspado uretral en individuos masculinos (Castillo Diaz & Garcia,
2004).

En la captura de hibridos se utilizan sondas de ARN capaces de detectar varios tipos de VPH.
Cuando la muestra presenta infeccién virica se produce un hibrido ARN-ADN que es
capturado por un anticuerpo especifico contra hibridos y detectado mediante una reaccidon
tipo ELISA que utiliza un compuesto quimioluminiscente para revelar la reaccidon y que
proporciona incluso informacion sobre la cantidad de ADN viral presente en la muestra, que
parece tener relacion con la presencia de lesiones de alto grado (Castafio Ignacio & Hurtado
Estrada, 2012).

La captura de hibridos es un método altamente especifico para el diagnéstico de infeccién
por VPH antes de que genere lesiones, tanto de alto como de bajo riesgo, ademas se utiliza
como método de control en estudios de vacunas contra la infeccion del VPH (De la Fuente-

Villarreal, Guzman-Lépez, Barboza-Quintana, & Gonzalez-Ramirez, 2010) (figura 10).

589 -~ @39 ~ Bg -~ E5 - 53

1. Denaturalizacion 2. Hibridacion con sondas 3. Hibrido de ARN-ADN 4, Revelado con anticuerpos 5. Lectura de la senal
del ADN de ARN especificas para capturado por anti-hibrido marcado con quimiolumiscente
VPH. anticuerpos especificos. fosfatasa alcalina. e interpretacion
Amplifi g automatizada de
de la senal: 300 veces. los resultados.

Figura 10. Representacion de la captura de hibridos. Obtenido de: Cavazza M, Correnti M. (2004)
Pruebas moleculares para la deteccion del virus papiloma humano. Desafios y posibilidades.
Dermatologia Venezolana. 42(3), 6-10.

En la tabla 3 se resumen algunos ensayos comerciales utilizados para identificar al VPH.
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Nombre del | Dianay gen Resultado Método Control Tipo de ensayo
ensayo de VPH genérico o interno
detectado especifico
Abbot ADN (L1) Especifico 16 y PCR en tiempo B Amplificacion directa
RealTime 18 y genérico, real globina de la dianay
(Abbott otros 12 deteccidn
Molecular) genotipos de semicuantificada
alto riesgo
Anyplex Il HPV | ADN (L1) Especifico (14 PCR en tiempo B Amplificacion directa
HR (Seegene) genotipos de real multiplex globina de la dianay
alto riesgo) deteccidn
semicuantificada
Anyplex Il HPV | ADN (L1) Especifico (28 PCR en tiempo B Amplificacion directa
28 (Seegene) genotipos de real multiplex globina de la dianay
alto y bajo deteccién
riesgo) semicuantificada
Aptima HPV ARN (E6/E7) | Genérico (14 Amplificacién No Amplificacién directa
(Hologic) tipos) mediada por de la diana
ARN polimerasa
(TMA)
BD Onclarity ADN (E6/E7) | Especifico 6,18, | PCR en tiempo B Amplificacion directa
HPV (BD) 31,45,51y52y | real globina de la diana
genérico otros 8
genotipos de
alto riesgo
Cervista HPV ADN Genérico (14 Amplificacion Histona- | Amplificacién de la
HR (Hologic) (L1/E6/E7) tipos) de sefial por 2 sefial
sondas Invader
CLART-4S ADN (L1) Especifico (14 PCR CFTR Amplificacion directa
(Genomica) genotipos de convencional + de la diana +
alto riesgo y 2 de | microarray hibridacion en
bajo riesgo) microarray
Cobas HPV ADN (L1) Especifico 16 y PCR en tiempo B Amplificacion directa
(Roche) 18 y genérico real globina de la diana
otros 12
genotipos de
alto riesgo
Digene HC2 ADN (L1) Genérico (13 Hibridacién con | No Amplificacién de la
(Qiagen) tipos) sondas AN y sefial
sefial basada en
anticuerpos
antihibrido
Linear Array ADN (L1) Especifico (37 PCR + B Amplificacion directa
HPV (Roche) genotipos de hibridacién globina de la diana +
alto riesgo) reversa en tira hibridacion en tira
de

nitrocelulosa

Tabla 3. Descripcion de algunos ensayos comercializados para la deteccion de VPH. Obtenido de

(Sendagorta-Cudos, Burgos-Cibrian, & Rodriguez-lglesias, 2019).
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Cabe destacar que es muy importante el sitio anatdmico para la obtencién de la muestra
en la deteccion de VPH en el hombre, puesto que existe una gran variabilidad en la
incidencia dependiendo del sitio anatdmico de obtencidon de la muestra, tal como se

muestra en la siguiente gréfica.

100 I |HPV positivo
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje

Grdfica 1. Prevalencia de infeccion por VPH en varios tipos de muestras del aparato reproductor
masculino.Obtenido de (Silva, y otros, 2013).

Las muestras que presentan menor positividad para la deteccion de VPH son de uretra y
semen. Las muestras mas frecuentes se obtienen mediante la frotacién y rotacién de
torundas humedecidas en el glande, corona y surco coronal, prepucio (zona interna y
externa), eje del pene, uretra, escroto y ano.

De igual manera, han sido ampliamente estudiadas las muestras en orina por sus ventajas

como método de muestreo no invasivo y el mismo paciente puede tomar la muestra; sin
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embargo, los resultados no han sido totalmente satisfactorios ya que que las
concentraciones de ADN no siempre son constantes durante la miccion. Ademads, se han
realizado estudios de VPH en semen, por las repercusiones que este podria tener sobre la
funcionalidad, la concentracién, movilidad y viabilidad de los espermatozoides (Silva, y

otros, 2013).

Tratamiento
El tratamiento de la infeccidén por VPH en hombres puede encaminarse desde el punto de

vista médico y/o quirurgico como se describe en la tabla 4.

In situ Sistémico Quirargico
Alfa interferon Alfa interferon Convencional
Podofilino/ p.filotoxina Crioterapia
Ac. Tricloroacético B. eléctrico
5-fluoruracilo Laser CO2
Imigquimod Laser nd:yag

Tabla 4. Alternativas terapeduticas de la infeccion de VPH en hombres. Obtenido de (Gomez Garcia,

Gémez Mampaso, Conde Someso, Maganto Pavdn, & Navio Nifio, 2005).

El tratamiento médico se ha realizado con podofilina, acido tricloroacético, 5-fluouracilo e
interferdn alfa tanto local como sistémico. La terapia con cremas o soluciones de podofilina
(0.15% 6 0.5%) ha sido hasta el momento el tratamiento de eleccidn, sin embargo, se ha

llegado a mencionar que es caro, insatisfactorio y doloroso.
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Una reciente adicién, el imiquimod, es un inmunomodulador que estimula la produccién de
citocinas, el cual parece ser un farmaco prometedor en el tratamiento de los condilomas,
pero no estad libre de efectos secundarios, como eritema, ardor y prurito en casi la mitad de
los pacientes. En cambio, el tratamiento quirurgico de los condilomas a través de cirugia
convencional, electroterapia, crioterapia o ultimamente con exéresis laser proporciona
buenos resultados, con mayor eficacia terapéutica que los tratamientos médicos (Gomez
Garcia, Gdmez Mampaso, Conde Someso, Maganto Pavdn, & Navio Nifio, 2005).
Asi mismo la vacunacién profilactica ayuda al evitar la infeccidn persistente y constituye la
mejor estrategia preventiva frente a las neoplasias y verrugas anogenitales.
Actualmente la vacuna Gardasil-9 estd aprobada por la FDA para su uso en mujeres y
varones. Indicado en nifios y hombres de 9 a 45 afos para la prevencién de las siguientes
enfermedades:
e Canceres de ano, orofaringe y otros canceres de cabeza y cuello causados por los
tipos de VPH 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58.
e Verrugas genitales (condiloma acuminado) causadas por los tipos 6 y 11 del VPH.
e Y las siguientes lesiones precancerosas o displasicas causadas por los tipos de VPH
6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58: Neoplasia intraepitelial anal grados 1, 2 y 3 (Food

and Drug Administration, 2020).
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Estrés Oxidativo

Definicidn

El estrés oxidativo (EO) es un desequilibrio entre los mecanismos prooxidantes vy
mecanismos antioxidantes de los organismos, los cuales involucran sistemas enzimaticos y
moléculas orgdnicas diversas (Mallok, Flores-Sanchez, Alonso-Rodriguez, & Martinez-
Sanchez, 2011).

El EO ocurre cuando la generacién de especies oxidantes (principalmente especies reactivas

de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN), conocidas colectivamente como

ERON) exceden las capacidades de neutralizacién/eliminacion celular (De Marco, 2013).

Especies Reactivas de Oxigeno
Las ERO son producidas por el metabolismo de la respiracion mitocondrial las cuales son

normalmente neutralizadas por mecanismos de defensa antioxidantes, pero cuando la
produccién de radicales libres predomina sobre la defensa antioxidante enzimatica y no
enzimatica se obtiene como resultado el estrés oxidativo (Hamzyan Olia, Khadem Ansari,
Yaghmaei, Ayatollahi, & Reza Khalkhali, 2017).

En las células aerdbicas se generan constantemente las ERO por la reducciéon incompleta
de O, molecular a H,0 durante la fosforilacion oxidativa mitocondrial, asi como durante las
oxidaciones microsomales y peroxisdmicas. Asi mismo, las ERON también se producen a
través de procesos como inflamaciéon, infecciones y reacciones inmunes, tensiones
mecanicas y quimicas (p. Ej., lones metalicos transitorios), biotransformacién quimica,

exposicidn a rayos UV e irradiacion ionizante (De Marco, 2013).
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Entre las ERO se encuentran los iones de oxigeno, radicales libres y perdxidos, tanto
inorganicos como organicos. Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener
energia liberan ERO. Las células poseen mecanismos de defensa denominados

genéricamente como antioxidantes (Vicenta Paparella, Pavesi, Feldman, & Bouvet, 2015).

Causas de Estrés Oxidativo en los Espermatozoides
El espermatozoide fue una de las primeras células en la cual se demostré la generacién de

ERO. Estas cumplen una importante funcion en la fisiologia espermatica normal; la actividad
redox de los espermatozoides, es mediada por el AMPc y la fosforilacion de la tirosina,
eventos bioquimicos que estan asociados con la capacitacién espermadtica. Pero el
desequilibrio entre la produccién y degradacién de ERO causa efectos negativos sobre el
espermatozoide. El EO causado por el H;0; provoca un mal funcionamiento en Ia
mitocondria y conduce a apoptosis a través la degradacion enzimatica del ADN por accién
de las caspasas. La interrupcién de la cadena mitocondrial de transporte de electrones, o la
inhibicién de esta, predispone a la formacidn de radicales libres (Mallok, Flores-Sanchez,
Alonso-Rodriguez, & Martinez-Sanchez, 2011).

En el eyaculado, las principales fuentes de ERO son los leucocitos y las células espermaticas
anormales. Los leucocitos pueden llegar a estar presentes en la muestra seminal y son
considerados normales en cantidades debajo de 1 x 106/mL, un aumento podria indicar un
proceso infeccioso. Los leucocitos, principalmente los activados, son capaces de producir
por lo menos 100 veces mas cantidad de ERO que las células germinales, generando un

efecto negativo sobre las espermatogonias. Otra de las fuentes de ERO en el semen son los

33




espermatozoides, donde las mitocondrias son la principal fuente de energia y son
contribuyentes importantes de ERO intracelulares.

Los niveles basales de ERO y el papel de las mitocondrias en el mantenimiento de éstos aun
es desconocido en las células germinales masculinas. Asi mismo las mutaciones
mitocondriales afectan directamente su metabolismo, llegando a producir crisis energética
en los espermatozoides, lo que aumenta su deterioro funcional (Mayorga Torres, Camargo,
Cadavid, & Cardona Maya, 2015).

En espermatozoides humanos, el H,0; genera una elevada fragmentacion del ADN, aparte
de reducir tanto su movilidad como capacidad de fusidén con los ovocitos. La peroxidacién
lipidica o lipoperoxidacién (PL) es un ejemplo de dafio oxidante en membranas celulares,
lipoproteinas y otras estructuras que contienen lipidos (Mallok, Flores-Sanchez, Alonso-
Rodriguez, & Martinez-Sanchez, 2011). La PL consiste en el dafio oxidativo sobre los dcidos
grasos poliinsaturados (AGPI), los cuales en su estructura contiene dos dobles enlaces C-C
especialmente susceptibles a la sustraccion de un electrén por parte de las ERO (Vicenta
Paparella, Pavesi, Feldman, & Bouvet, 2015).

Siendo asi el espermatozoide vulnerable al dafio peroxidativo de los radicales libres porque
posee en su membrana plasmatica un alto contenido de AGPI indispensables para mantener
la fluidez necesaria en la fusién de membrana durante la fertilizacion (Mallok, Flores-
Sanchez, Alonso-Rodriguez, & Martinez-Sanchez, 2011).

De igual manera la PL conduce a un aumento de la permeabilidad de las membranas

celulares, y produce alteraciones definitivas en las propiedades funcionales de la célula que
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pueden conducir a su lisis total. Por lo que los lipoperéxidos y sus productos de degradacién
como el malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales (4-HA) son altamente téxicos
para las células sexuales masculinas y provocan daios irreversibles en la movilidad (Vicenta
Paparella, Pavesi, Feldman, & Bouvet, 2015).

Ademas los factores ambientales como metales pesados, el humo del cigarro entre otros,
inducen EO sistémico que coincide con una disminucion de vitaminas antioxidantes en el
plasma seminal y la induccién de dafio al ADN en el espermatozoide (Mallok, Flores-

Sanchez, Alonso-Rodriguez, & Martinez-Sanchez, 2011) (figura 11).

Microorganismos
VPH

Chlamydia trachomatis Carcinégenos

Radiacién
[‘-‘l Factores genéticos
20 3
Leucocitos en ERO en Scmcn
semen
" 4
-
= .\\‘
' / -LP \ \
. - Efectos advorsos
v .
\ Daflo a de las ERO ‘ ‘L
Inflamacién proteinas

/ Dafio al DNA \ Parametros alterados
v /_’ de semen
v 2

IL-6, IL-1, IL-8, TNF-a

Fertilizacion

Figura 11. Etiologia multifactorial en la infertilidad masculina. Se muestran las causas de la
infertilidad como infecciones de transmision sexual (VPH y Chlamydia trachomatis), causas
ambientales (radiacion), estilo de vida inadecuados (carcindgenos), factores genéticos, asi como
las reacciones inflamatorias (citocinas proinflamatorias, como son la IL-6, IL-16, IL-8, TNF-at) y las
ERO'’s. Obtenido de: (Pérez Soto, Sdnchez Monroy, Domingo Vazquez, & Oros Pantoja, 2019)
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Infertilidad
Definicion
La infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo masculino o femenino definida

por la imposibilidad de lograr un embarazo después de 12 meses o mas de relaciones

sexuales regulares sin proteccion (OMS, 2020).

Epidemiologia
Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia en México, entre 4 y 5 millones de

parejas sufren problemas de fertilidad y cada afio se suman mas (AMMR, 2018).
Sin embargo se estima que mundialmente entre 48 millones de parejas y 186 millones de

personas viven con infertilidad (OMS, 2020).

Causas de Infertilidad
En el sistema reproductor masculino, la infertilidad puede ser causada por:

e Obstrucciéon del tracto reproductivo provocando disfunciones en la eyeccién del
semen. Tal bloqueo puede ocurrir en los conductos eyaculadore y vesiculas
seminales (transportan el semen, estos bloqueos se deben cominmente a lesiones
o infecciones del tracto genital.

e Trastornos hormonales que conducen a anomalias en las hormonas producidas por
la glandula pituitaria, el hipotalamo y los testiculos. Hormonas como la testosterona
regulan la produccion de esperma. El cancer de hipéfisis o testiculos son uno de los

ejemplos de transtornos que provocan desequilibrios hormonales.
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La presencia de varicocele o tratamientos médicos que lleguen a deteriorar células
productoras de esperma (quimioterapia), conllevan a fallos testiculares para
producir espermatozoides

Las condiciones o situaciones que provocan anomalias en la forma (morfologia) y el
movimiento (motilidad) de los espermatozoides afectan negativamente a la
fertilidad. Como el uso de esteroides anabdlicos puede causar parametros
anormales en el semen, como recuento y forma de los espermatozoides.

Factores ambientales y estilos de vida como el tabaquismo, la ingesta excesiva de
alcohol y la obesidad pueden afectar la fertilidad.

Exposicidn a contaminantes y toxinas ambientales puede ser directamente toxica
para los gametos (6vulos y espermatozoides), lo que resulta en una disminucién de
su numero y mala calidad, lo que conduce a la infertilidad (OMS, 2020).

Asi mismo, el estrés oxidativo en espermatozoides es uno de los mayores causantes

de infertilidad masculina de origen desconocido (AMMR, 2018).

Gen CYP2E1

El gen CYP2E1 codifica un miembro de la superfamilia de enzimas del citocromo P450. Las

proteinas del citocromo P450 son monooxigenasas que catalizan reacciones implicadas en

el metabolismo de fdrmacos y la sintesis de colesterol, esteroides y otros lipidos

(GeneCards, 2008).

CYP2E1 es el Unico gen de la subfamilia CYP2E ubicado en el cromosoma 10 y expresado

altamente en el higado y dentro de la mitocondria (asi como en el reticulo endoplasmico),

37




con niveles de expresién mas bajos en cerebro, mucosa nasal, corteza renal, testiculo,

ovario, tracto gastrointestinal y en niveles un poco mas altos en el tejido cardiaco (Arbitrio,

y otros, 2021).

Funcidn del gen CYP2E1
Es una monooxigenasa del citocromo P450 implicada en el metabolismo de los acidos

grasos, mecanicamente, utiliza oxigeno molecular insertando un dtomo de oxigeno en un
sustrato y reduciendo el segundo en una molécula de agua, con dos electrones
proporcionados por NADPH a través de la citocromo P450 reductasa (NADPH -

hemoproteina reductasa).

~

e OH 3
R/ . 02 oS _r” . H

Figura 12. Mecanismo de accion de CYP2E1. Obtenido de: (GeneCards, 2008).
Cataliza la hidroxilacion de enlaces carbono-hidrogeno. Hidroxila los acidos grasos
especificamente en la posicién omega-1 que muestra la mayor actividad catalitica para los
acidos grasos saturados. (GeneCards, 2008).
La enzima CYP2E1 es inducible por acetona, etanol e isoniazida, asi como por varias
hormonas mediante mecanismos complejos que implican efectos transcripcionales,
traslacionales y postraduccionales, mientras que el clometiazol, el dietilditiocarbamato y el

disulfiram son inhibidores. Ademas, es inducido en la diabetes, la obesidad, el ayuno, el
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alcohol y la enfermedad hepatica no alcohdlica donde se ha reconocido que tiene un papel
fisiopatoldgico. Los sustratos de CYP2E1 son moléculas de bajo peso molecular como
etanol, acetona, halotano, clorzoxazona y acetaminofén. Los productos quimicos
industriales y los téxicos ocupacionales y ambientales, asi como los procarcinégenos,
también son sustratos de CYP2E1 (Arbitrio, y otros, 2021).

Los sustratos endégenos de CYP2E1 son el acido laurico y la acetona, un producto de la
oxidacién de los acidos grasos, oxidado adicionalmente a acetol y luego a 1,2-propanodiol
durante la gluconeogénesis. Aunque la enzima mas importante para la oxidacion del etanol
a acetaldehido es la alcohol deshidrogenasa (ADH), CYP2E1 a elevadas concentraciones de
etanol contribuye con la generacidon ERO, que conlleva al dafio de las células hepaticas.
Diversos estudios demostraron que CYP2E1l juega un papel causal en la enfermedad
hepatica alcohdlica, la enfermedad del higado graso no alcohdlico y la esteatohepatitis no
alcohdlica probablemente a través del incremento de la lipoperoxidacidn hepatica (Arbitrio,

y otros, 2021).

Relacion con Estrés Oxidativo
La enzima CYP2E1 es una de las enzimas CYP mas estudiadas tanto en animales como en

humanos, debido a su papel en el metabolismo del etanol y por su participacion en la
activacion metabdlica de una serie de procarcindgenos, ademas es importante en patologia
puesto que se ha descrito como una de las enzimas que produce mayor cantidad de

especies reactivas de oxigeno (Orellana B & Guajardo T, 2004).
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CYP2E1 es capaz de generar especies reactivas de oxigeno, principalmente anién
superéxido y perdxido de hidrégeno, en ausencia de un sustrato, y en presencia de
catalizadores de hierro, produce potentes oxidantes como el radical hidroxilo, su
sobreexpresién puede causar estrés oxidativo y lipoperoxidacién en hepatocitos, aunque
en algunos casos la induccidn del CYP2E1 por si sola conduce a estrés oxidativo (Valencia
Olvera, Moran, Camacho Carranza, Prospéro Garcia, & Espinosa Aguirre, 2014).

Una produccién sostenida de altos niveles de ERO puede conducir a la oxidacion de los
lipidos, las proteinas y el ADN, y la induccidon de CYP2E1 estd implicada en la oxidacién de
estas biomoléculas (Valencia Olvera, Moran, Camacho Carranza, Prospéro Garcia, &
Espinosa Aguirre, 2014).

Por lo que el aumento de la capacidad de producir ERO se manifiesta en un aumento de la
tasa de lipoperoxidaciéon microsomal, ya sea por microsomas o liposomas enriquecidos en

CYP2E1 (Caro & Cederbaum, 2004), conllevando eventualmente a estrés oxidativo.

Objetivo
Evaluar el nivel de expresién del CYP2E1 en muestras de semen de varones infértiles

infectados con VPH a través de gqPCR para evidenciar los efectos tdxicos generados por la
infeccién.

Objetivos Especificos
e Analizar la expresion de CYP2E1 mediante gPCR con la finalidad de evidenciar el nivel

de su expresion dependiendo del tipo de infeccién de VPH.
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e Asociar los niveles de expresiéon de CYP2E1l producidos por infeccién simple,

multiple, de alto y bajo riesgo de VPH en comparacién con varones no infectados.

Hipétesis
Habra una mayor expresion de CYP2E1 en pacientes con genotipos de alto riesgo y con

infecciones multiples de VPH a diferencia de los pacientes con infeccidén simple simple y de
alto y bajo riesgo, lo que conducird a mayores efectos téxicos por VPH dependiente de

genotipos.

Metodologia de Investigacion
Obtencion de muestras biolégicas

En este estudio se emplearon 31 muestras de semen de pacientes diagnosticados de
infertilidad por el Departamento de Patologia del Hospital Central Militar de la Ciudad de
México.

e Criterios de inclusion
Hombres mexicanos con una edad entre 23-49 afios, con diagndstico de infertilidad, con o
sin infeccién de VPH atendidos en el Hospital Central Militar de la Ciudad de México.

e Criterios de exclusion
Hombres fértiles

e Criterios de eliminacion
Datos clinicos incompletos de los pacientes

Muestras de semen incompletas
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Extraccion de ARN en muestras de semen

Para la extraccion de ARN se utilizé la técnica de (Chomczynski & Sacchi, 1987), tomando
en cuenta el siguiente protocolo: Por cada 10 uL de muestra se adicion6 1000 uL de TRIzol™
Reagent (Thermo Fisher Scientific, EUA) en un tubo de microcentrifuga (Eppendorf™,
Alemania) y se dejo incubar a una temperatura entre 15-30°C por 5 minutos.

Enseguida se agregd 200 uL de cloroformo por cada 1000 plL de TRIzol empleado y se agitd
vigorosamente de manera manual por 15 segundos para volver a incubar a 15-30°C por 2-3
minutos. Se centrifugd a 11000 rpm por 15 minutos a una temperatura entre 2-8°C, una vez
separada la fase acuosa, se transfirié a otro tubo limpio donde se adiciond 500uL de
isopropanol por cada 1000 uL de TRIzol usado y se incubd a 15-30°C por 10 minutos. Se
volvié a centrifugar a 11000 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se lavd
el pellet con 1 mL de etanol al 75% por cada 1000 pL de TRIzol, los lavados se hicieron por
triplicado tomando en cuenta el siguiente proceso resuspender el pellet, centrifugar a
13000 rpm y eliminar el sobrenadante.

Finalmente se dejé secar el pellet por 5-10 minutos sin dejar secar por completo y se
resuspendid en 50 plL de agua libre de ARNsas™ (QIAGEN, Alemania) y se incubd a 55-60°C
durante 10 minutos, al término se cuantificd el material obtenido en un espectrofotémetro
para microplacas Epoch™ (BioTek Instruments, EUA).

Purificacion del ARN

Para evitar la contaminacién de las muestras con ADN gendmico se trataron con RQ1 RNase-

Free DNase™ (Promega, EUA) de acuerdo al siguiente protocolo: Se prepard la mezcla de
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reaccion 8 uL ARN, 1 uL buffer, 1 uL ADNasa RQ1 para obtener un volumen final de 10 pL.
Posteriormente se incubd a 37°C durante 15 minutos, al término se adicioné 1 uL de
solucion de paro (EDTA 2.5 mM pH=8) para terminar la reaccién. Por ultimo se incubd a
65°C por 10 minutos para inactivar la ADNasa RQ1.

Preparacion de pools

Se trabajo un total de 31 muestras de ARN ya purificadas las cuales se cuantificaron en un
espectrofotémetro para microplacas Epoch™ (BioTek Instruments, EUA) y se ajustaron a
una concentracion de 100 pg/uL llevando las muestras a un volumen final de 20 pL con
agua. Todas las muestras fueron previamente genotipificadas y se dividieron en 7 diferentes
pools (infectados, no infectados, infeccion multiple, infeccidon simple, VPH de alto riesgo con
genotipos 16, 31, y 52 y VPH de bajo riesgo con genotipo 6).

Sintesis de ADNc por RT-PCR

A partir del ARN de los pools obtenidos se realizd la sintesis de ADNc con el kit de
Tanscriptasa Inversa Super Script-ll™ (Thermo Fisher Scientific, EUA) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, se utilizé 1 ng de ARN purificado, 1 pL de primer (Oligo dT), 1
pL de dNTP mix 10mM y agua estéril hasta un volumen final de 12 pL.

La mezcla se colocd en el termociclador a 65°C por 5 minutos y se dejo enfriar en hielo,
seguido se adiciond 4 uL de 5x First-Strand Buffer, 2 uL 0.1M DTT, 1 uL ARNsa OUTy 1 uL
de Super Script Il. Finalmente se incubd a 42°C por 50 minutos y se inactivo la reaccion al

calentar a 70°C por 15 minutos.
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Estandarizacion del gen CYP2E1
Para la estandarizacién fue preciso la hidratacion de los primers tanto forward como reverse

a un volumen de 400 uL como se muestra a continuacion:

CYP2E1-F Concentracion inicial 24.8 nmol . (24'8?3238000) =62 uM
CYP2E1-R Concentracién inicial 35.5 nmol - (32'52’;‘;3&000) = 81.25 uM

Seguido se realizé la preparacion de la solucién stock a 10 uM, con la que se realizaron
diluciones a diferentes concentraciones (0.5, 3 y 9 uM), tanto para el primer reverse como
forward.

Se prepard un gradiente de concentraciones de ambos primers para encontrar la

concentracion que generara el mejor y mayor producto de amplificacion (tabla 5)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

FO.5 FO.5 FO5 | F3uM/ | F3uM/ | F3uM/ | FOuM/ | FOuM/ | FOuMm/
Al um/ um/ um/ RO5 | R3uM | R9uM | ROS5 | R3pM | R9uM

RO.5 R3uM RO uM uM uM

uM

FO.5 FO.5 FO5 | F3uM/ | F3pM/ | F3uM/ | FOuM/ | FOuM/ | FOuMm/
B um/ um/ uMm/ R 0.5 R3uM R9uM RO.5 R3uM R9uM

RO5 | R3puM | R9uM my UM

pM

Tabla 5. Gradiente de concentracion de primers para amplificacion del gen CYP2E1.
En una gradilla de tubos de microcentrifuga (Eppendorf™, Alemania) a cada tubo se le
adiciond 6.25 uL de Master Mix SYBR GREEN™ (Thermo Fischer Scientific, USA), 1.25 uL de
primer forward, 1.25 yL de primer reverse y 1.75 plL de agua.
Finalmente a toda la hilera de A se agregdé 2 uL de muestra (ADNc) y a toda la hilera B se

agrego 2 ulL de agua para tomarse como blanco.
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PCR en tiempo real

El nivel de expresion del gen CYP2E1 se determiné a través de qPCR en el equipo Mx3000P
gPCR System™ (Agilent, EUA), mediante el software MxPro qPCR (Agilent, EUA) utilizando
como sistema de deteccién SYBR GREEN vy el kit Master Mix SYBR GREEN™ (Thermo Fischer
Scientific, USA), asi como los primers correspondientes para el gen CYP2E1 el cual fue
previamente estandarizado y el gen enddgeno (Actina) el cual se usé para demostrar que
su expresion no es alterada por la condicidn de las muestras. Las concentraciones de los

primer empleados se muestran a continuacién:

Gen Primer Forward Primer Reverse
CYP2E1 0.5 uM 3uM
Actina 3 uM 3uM

Tabla 6. Concentraciones de los primers estandarizados para q-PCR.

Los primers utilizados en este estudio fueron disefiados usando el programa Primer Express

3.0, las secuencias obtenidas se muestran a continuacion:

Gen Secuencia Amplicon
CYP2E1 F: GGGAATGACACAGAGTTTGTAACG 150 pb
R: CTGGCTCGCATGGAGTTGTT
Actina F: AAGATGAGATTGGCATGGCTTT 150 pb
R: CGGCCACATTGTGAACTTTG

Tabla 7. Secuencias de primers para los genes CYP2E1 y Actina.
La reaccién de amplificacién se llevé a cabo por triplicado en placas épticas y consistié en

las condiciones de 95°C por 10 minutos, posteriormente 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
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para desnaturalizar el ADNc y 60°C por 1 minuto para el alineamiento de los primers y la
elongacion.

Finalizada la qPCR, las reacciones se sometieron a incrementos de temperatura de 60°C a
95°C para asi obtener una curva de disociacién de cada gen amplificado y de esta manera
monitorear la cinética de disociacién de los fragmentos amplificados; mediante esta curva
se puede determinar la temperatura en la que el 50% del ADN esta desnaturalizado (Tm,
del inglés melting temperature) con la cual se puede distinguir entre la fluorescencia
correspondiente a un producto de amplificacién de PCR y la fluorescencia dada por la
formacion de dimeros de los oligonucleétidos.

Los cambios de expresion relativa del gen CYP2E1 respecto a la actina fue determinada
mediante el método 22CT (Livak & Schmittgen, 2001). Los cambios de expresidn entre los
grupos infectados y no infectados se evaluaron con la prueba de t de student para muestras
independientes y los cambios de expresidn entre grupos se analizaron con una ANOVA,
utilizando el programa SPSS version 23.

La siguiente figura resume la metodologia realizada en este trabajo:
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Figura 13. Metodologia Experimental realizada en el presente trabajo.

Resultados

De las 31 muestras de varones infértiles empleadas se determiné que el 39% (12/31) dieron

positivo para VPH.

Pacientes infértiles

Infeccion de n=31
VPH n %
VPH + 12 39%
VPH - 19 61%

Tabla 8. Deteccion de infeccion de VPH en muestras de semen de varones infértiles.

A las muestras de los pacientes que resultaron positivas a VPH se les realizé genotipificacion

para conocer la frecuencia de los genotipos presentes en las muestras y se organizaron en
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subgrupos dependiendo de su capacidad oncogénica (VPH-AR, VPH-BR, VPH-AR/BR) y de si

la infeccion es simple o multiple (VPH-IS, VPH-IM).

No. de muestra de Genotipos Clasificacion
paciente infértil VPH+
1 52 IS, AR
2 52 IS, AR
4 52 IS, AR
8 52 IS, AR
13 52,6 AR/BR, IM
20 52,6 AR/BR, IM
21 6 IS, BR
22 52 IS, AR
23 6 IS, BR
24 52,6 AR/BR, IM
30 52,31,16 IM, AR
31 52,31,16 IM, AR

Tabla 9. Genotipos identificados en los pacientes VPH+ y su clasificacion.

De los 12 pacientes VPH+ se determind que 42% (5/12) presentaban el genotipo 6

considerado de bajo riesgo, mientras que 83% (10/12) presentaba el genotipo 52

considerado de alto riesgo. Especificamente, de estas 10 muestras de alto riesgo, 3

presentaban infeccion multiple con el genotipo 6 (3/10) y 2 presentaban infeccidon multiple

con los genotipos 31y 16 tambien de alto riesgo (2/10). En cambio, Unicamente 2 muestras

de las 12 totales presentaron infeccidn simple de bajo riesgo con el genotipo 6 (2/12).

La estandarizacién de la gPCR se logré pudiendo observar un producto del tamafio esperado

como lo muestra la imagen 1.
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300 bp—
200 bp—

100 bp—

Imagen 1. Electroforesis de amplificacion del gen CYP2E1 en gel de agarosa al 3% en TBE 1X (100V
por 45 minutos). M: Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder, 1-2: Muestras por duplicado
del gen CYP2E1 de 150 pb.

La expresion relativa del gen entre las muestras positivas y negativas de VPH se muestra en

la grafica 2 y la expresidn relativa entre los diferentes genotipos de VPH y tipo de infeccidn

se muestra en la gréfica 3.
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Grdfica 2. Expresion relativa del gen CYP2E1 en pacientes VPH+ y VPH-, p=0.002 con un a=0.05.
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Grdfica 3. Expresion relativa del gen CYP2E1 en pacientes VPH-, con infeccion unica, infeccion
multiple, infeccidon de alto riesgo e infeccion de alto y bajo riesgo, p=0.001 con un a=0.05.

Discusion de Resultados

Durante muchos afnos la infeccién por VPH en hombres fue considerada como un problema
menor y de escasa relevancia. Sin embargo, se estima que el VPH es el agente causal de 5%
de los canceres humanos (Silva, y otros, 2013).

En este estudio se buscé evidenciar los efectos tdxicos causados por este virus sobre sujetos
masculinos infértiles mediante la evaluacién en la expresién de CYP2E1, una proteina
productora de ERO.

De las 31 muestras totales la incidencia del VPH fue del 39%, de los genotipos presentes el
52 fue el mas frecuente (83%) a diferencia del genotipo 6 (42%). Esto es de gran relevancia
ya que el 52 al ser un genotipo de alto riesgo aumenta el riesgo a progresion de cancer

principalmente por su capacidad de integracion del genoma viral al genoma celular a
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diferencia de los VPH-BR que permanecen de forma episomal; los VPH-AR tienen la
capacidad de romper su forma episomal, especificamente en la region que codifica la
proteina E2 e integrar su genoma a la célula, de tal manera que al romper la secuencia de
E2 ya no se efectua la retroalimentacion negativa que tiene esta sobre la transcripcién de
E6 y E7 favoreciendo su produccion sin un elemento regulatorio, conllevando a la
inmortalizacién de la célula a través de la inhibicidon de apoptosis y aumento de proliferacion
celular lo que da como resultado inestabilidad gendmica en la célula generando
eventualmente cancer (Santos-Lopez, Marquez-Dominguez, Reyes-Leyva, & Vallejo-Ruiz,
2015), (Silva, y otros, 2013).

Ademas hay un cambio de aminoacido en la proteina E7 (VPH-AR tienen acido aspartico y
VPH-BR tienen glicina), este cambio de aminodcido aumenta la afinidad de las proteinas E6
y E7 por p53 y pRB induciendo una mayor degradacion de estas proteinas por
ubiquitinizacion lo que favorece la velocidad de replicacién viral y progreso a cancer (Silva,
y otros, 2013).

Respecto a la expresion relativa de CYP2E1 es importante recalcar que se ha demostrado
que CYP2E1 es una de las isoformas CYP450 mas activas en la generacién de ERO y teniendo
en cuenta que la generacion de ERO esta estrechamente relacionada con el desarrollo del
cancer y la metastasis. Los niveles celulares de CYP2E1 podrian ser uno de los indicadores
de la tumorigénesis y la progresiéon del cancer (Leung, y otros, 2013).

Por lo que CYP2E1 es una enzima importante para evaluar los efectos téxicos producidos

por la infeccién de patégenos como lo es el VPH; ya que la infeccién persistente por VPH
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promueve la inflamacién crénica, que también puede inducir un desequilibrio entre
prooxidantes (ERO, NOS) y antioxidantes (CAT, SOD), causando dafio oxidativo a los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos de la membrana de los espermatozoides, induciendo procesos
degenerativos tanto agudos como cronicos, incluida la carcinogénesis y el cancer e
infertilidad masculina (Pérez Soto, y otros, 2020).

En la grafica 2 podemos observar que al determinar la expresién relativa de CYP2E1, ésta
aumentod considerablemente (18 veces) en pacientes VPH+ infértiles en comparacion de
pacientes VPH- infértiles, esto nos indica que al estar mas expresado el gen CYP2E1 hay una
mayor produccién de ERO las cuales propician un ambiente téxico, aparte del ya producido
por la infeccién del VPH, en un estudio se evaluaron diversos pardmetros de inflamacién y
marcadores de estrés oxidativo en muestras de semen de hombres infértiles, en donde se
demostré un incremento de IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-4, lipoperoxidacidn, y una disminucion de
las enzimas antioxidantes CAT y SOD, comprobando que la infeccién por VPH provee de un
microambiente oxidativo y proinflamatorio los cuales pueden contribuir a infertilidad (Pérez
Soto, y otros, 2020).

Asi mismo, un estudio presentd evidencia de que p53 tiene la capacidad de regular la
expresion de CYP2E1 en células de cancer de mama, donde la cantidad de generacion de
ERO mediada por CYP2E1 podria inducir resultados antioxidantes o prooxidantes de p53
(Leung, y otros, 2013), ademds en otro estudio se activd especificamente a p53 y
demostraron que este suprimioé los niveles de CYP2E1 (Sun, y otros, 2018); por lo que en

los pacientes VPH+ CYP2E1 se muestra mas elevado ya que estas muestras al poseer
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principalmente genotipos VPH-AR se favorece la ubiquitinizacion de p53 de tal manera que
ya no regularia la expresién de CYP2E1.

Este mismo caso se observa en la grafica 3 principalmente en el grupo VPH-AR el cual estd
22 veces mas expresado y el grupo VPH-IS que estd 6 veces mas expresado en comparaciéon
de los VPH-.

Se esperaria este mismo mecanismo en el grupo VPH-IM, sin embargo, los resultados
muestran lo contrario ya que se ve disminuida la expresion de CYP2E1. Puesto que el grupo
VPH-IM contiene multiples genotipos de alto riesgo por muestra, la sobreexpresion de
CYP2E1 es tal que ya no hay regulacién sobre las ERO vy las altas concentraciones de H;0;
inducen la lipoperoxidacién en los espermatozoides por su alto contenido de AGPI que
conlleva a la muerte celular, especificamente autofagia ya que es una de las vias inducidas
por niveles elevados de ERO que desencadenan la sobreexpresién de varios genes regulados
por la autofagia (Leung, y otros, 2013).

Esta hipdtesis se sustenta con un estudio en el cual se demostrd que la sobreexpresion de
CYP2E1 en lineas celulares de cdncer de mama sobrereguld los biomarcadores autofagicos
LC-3 y Beclin-1, lo que implica que CYP2E1 posiblemente induce la formacién del
autofagosoma en el cancer de mama (Leung, y otros, 2013).

Por ultimo, se ha demostrado que los genotipos de bajo riesgo VPH6 y VPH11 actuan de
forma antagodnica a la infeccidn con el tipo de alto riesgo VPH16, haciendo que el riesgo de
cancer cervical invasivo sea menor de lo esperado, ademas las mujeres de este grupo que

evolucionaron hacia la enfermedad invasiva lo hicieron después de un tiempo
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sustancialmente mayor hasta el diagndstico que las mujeres con infeccién por el VPH-AR
solamente. Por lo tanto, la presencia del VPH-BR interfiere en la tasa de progresion
relacionada con el VPH-AR de la enfermedad cervical in situ a la invasiva. (Sundstrom, y
otros, 2015), por lo que en el grupo VPH-AR/BR los genotipos de AR y BR compiten por la
magquinaria celular, perjudicando sus procesos replicativos mutuamente y por tanto, sus
cargas virales serdn menores en comparacién con infecciones simples en las cuales no
interactuen. Asi, el VPH de bajo riesgo, al impedir la replicaciéon del VPH de alto riesgo,

tendrd efectos benéficos a nivel celular, mas no a nivel de organismo.

Conclusiones

La presencia de VPH-AR estimula indirectamente la expresion de CYP2EL al suprimir la
funcidon regulatoria que p53 tiene sobre CYP2E1. Siendo asi, las muestras que presentan
varios genotipos de VPH-AR tienen una mayor expresion de CYP2E1 lo que resulta en mayor
toxicidad por ERO, la cual eventualmente conlleva a muerte celular y por ende infertilidad.
Sin embargo, en los casos donde hay co-infeccion de VPH-AR/BR la presencia del genotipo
de bajo riesgo mitiga la produccion de ERO y probablemente la progresién a cancer.

De tal manera que el estudio de la expresion de CYP2E1 mas que un marcador de infertilidad

podria fungir como indicador de progresién a cancer en pacientes con VPH+.
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