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I1. Mecanismos moleculares en cancer cérvico-uterino.
Influencia de oncogenes virales, celulares y anti-oncogenes
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Resumen

El céncer cérvico-uterino constituye un serio problema de salud piiblica. La transformacién maligna es consecuencia de la expresién
anormal de genes daiados a nivel de DNA. Elementos genéticos, tales como oncogenes, anti-oncogenes y virus oncogénicos, estan
involucrados en el desarrello del cancer cérvico-uterino y su estudio puede contribuir al diagndstice, prondstico y terapia del ciancer.
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Uterine-cervix carcinoma represents a serious public health problem. Malignant transformation is consequence of the abnormal -
expression of genes that have been damaged at the DNA level. Genetic elements such as oncogenes, anti-oncogenes, and viruses are central
to the development of uterine-cervix carcinomas and their study might contribute to diagnosis, prognosis, and therapy of cancer.
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El cancer ocupa el segundo lugar como causa de
muerte entre la poblacién mexicana. El carcinoma
cérvico-uterino (CaCU) es la causa més frecuente de
mortalidad por céncer en los paises en desarrollo. En
México, aproximadamente el 30% de los tumores
malignos de la mujer son CaCU, por lo que éste
representa un serio problema de salud piblica. Por
razones obvias, representa ademds un problema
socioeconémico. En la mayoria de los cénceres
humanos intervienen distintos factores, muchos de
ellos medioambientales, que contribuyen al desarrollo
de las neoplasias. Estos factores causan alteraciones
de los proto-oncogenes y de los anti-oncogenes
celulares. En algunos cénceres humanos intervienen
ademas virus oncogénicosl.

Genes celulares y cancer humano. La familia de los
proto-oncogenes estd formada por unos 60 genes,
altamente conservados en la evolucion. Estos genes
desempenan funciones muy importantes en el
crecimiento -y proliferacion de las células>®. Las
proteinas codificadas por estos genes realizan

funciones especificas. Algunas actan como factores
de crecimiento (por ejemplo el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, o PDGF) y otras como
receptores a factores de crecimiento (como el
receptor al factor de crecimiento epidérmico o EGFr).
La mayoria de los receptores a factores de crecimiento
y hormonas actGan en la superficie celular, pero
algunos son receptores intracelulares, como el
receptor a la hormona tiroidea. Este receptor al unirse
a la hormona acta dentro del niicleo celular como
factor de transcripcidn; es decir, activa ciertos genes y
posiblemente reprime otros. Un tercer grupo de
proteinas tiene actividad de cinasa y, de acuerdo al
aminoacido que fosforilan en distintas proteinas, se les
clasifica como tirosina cinasas (src, yes, fes, abl, met) o
como serina/treonina cinasas (mos, raf). Ademads, en
este grupo encontramos a los miembros de la familia
ras (Ha-ras, N-ras). Estas proteinas se unen a GTP al
activarse; luego, en presencia de la proteina GAP
(proteina activadora de GTPasa), hidrolizan al GTP y
regresan al estado inactivo. Finalmente, existen
proteinas proto-oncogénicas (myc, myb, fos, jun) que



actian como factores de transcripcién dentro del
ntcleo de la célula. El aumento en la expresion de
estos protooncogenes puede favorecer la activacion de
una serie de genes que participan en ¢l crecimiento y
la proliferacion de las células. Por ejemplo, las
proteinas jun y fos se asocian y forman un complejo
conocido como AP1, el cual se une a una secuencia
especifica (TGAGTCA) en la regi6n promotora de
muchos genes, activAndolos.

Los oncogenes celulares son proto-oncogenes
alterados. Una gran variedad de productos
medioambientales, con los cuales estamos en contacto
diariamente (asfalto, tabaco, radiaciones, etcétera),
son carcinogénicos. Estos productos alteran
molecularmente el DNA, lo cual puede llevar a una
activaciéon de los proto-oncogenes, transformandolos
en oncogenes. Entre las alteraciones importantes de
los proto-oncogenes podemos citar: mutacion,
amplificacién y rearreglo génico. La amplificacion
génica es muy comiin en células tumorales; asf, el gen
myc estd amplificado en muchos tumores y lineas
tumorales humanas, incluyendo leucemias, cancer
mamario y CaCu 46 También existen lineas celulares
que llevan miltiples copias del proto-oncogén abl o de
ras, y s¢ ha determinado que tanto myc como ras
pueden estar amplificados en una misma linea
tumoral. En estos casos el aumento en la
concentracién celular de ARNm de los oncogenes se
debe, probablemente, a que aumenta el nimero de
genes que pueden ser tramscritos en cierto tejido
neoplésico. El resultado final de este mecanismo es un
aumento en la cantidad tanto de ARNm como de la
proteina oncogénica. En muchos casos, las células
cancerosas presentan un rearreglo molecular de los
oncogenes acompafiado de wuna translocacion
cromosOmica; es decir, un segmento de DNA cercano
a la punta de un cromosoma pasa a formar parte de
otro cromosoma. Por ejemplo, en el linfoma de Burkit,
que es un céncer humano del tejido linfoide,
encontramos ¢l fendmeno de transformacién maligna
asociado a dichas translocaciones cromosémicas. En
estc caso, es el gen myc el que se encuenira
translocado en forma reciproca (8:14) con el gen de
las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. La
expresién del gen myc aumenta como resultado del
rearreglo génico, probablemente a causa de que estd
controlado por nuevos elementos regulatorios de la
transcripcion en el cromosoma al cual se transfirié’.
Es importante mencionar que el gen c-myc se puede
translocar intacto (con sus tres exomes) o, bien,
parcialmente (con sus exones 2 y 3). Ademas, es facil
imaginar que c-myc puede sufrir rearreglos
moleculares sin  necesidad de translocacion
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cromosdmica. Al igual que en el caso anterior
(amplificacién génica), un rearreglo del gen c-myc
puede llevar a un aumento en el nlimero de transcritos
del oncogén; esto se puede lograr como resultado de
una falla en la regulacion de la transcrigci(’)n o de una
estabilidad aumentada de los ARNm™. En algunos
casos, los proto-oncogenes sufren mutaciones
puntuales, la cantidad de proteina es normal pero con
algin aminoacido diferente; por ejemplo, varios
laboratorios han encontrado en el oncogén ras, aislado
de tumores humanos, una diferencia de sdlo un
nucledtido; generalmente en el codén nimero 12,
comparado con la secuencia del proto-oncogén
correspondientcg. Esta alteraci6n en el aminodcido 12
reduce fuertemente la actividad GTPé4sica de la
proteina celular GAP ("GTPase activating protein"),
que normalmente promueve la hidrélisis de ras-GTP a
ras-GDP™, y asi el complejo ras-GTP permanece
activado enviando sefiales para que la célula continte
creciendo.

Comparativamente con genes Ha-ras
transformantes, el oncogén Ki-ras ha sido detectado
en un nimero mucho més alto de neoplasias humanas.
Por ejemplo, el grupo de M. Barbacid Lha probado la
capacidad del DNA de 96 tumores humanos para
transformar células en cultivo y s6lo el carcinoma de
vejiga T24 present6 una mutacion en el locus Ha-ras,
en tanto que el gen Ki-ras estaba alterado en 8
carcinomas diferentes. En estos estudios se ha visto
que en el 90% de los tumores malignos de pancreas
ras se encuentra mutado; en todos estos carcinomas se
encontré que mutaciones puntuales en el codén 12 del
locus de Ki-ras crean polimorfismo a enzimas de
restricci()nlz, lo cual puede tener implicaciones
importantes en el diagnéstico y prondstico de algunas
neoplasias.

Para generar un tumor, debe activarse mis de un
oncogén’>. El grupo de Weinberg ha encontrado que
ciertos oncogenes pueden complementar a otros
cuando se¢ usan pruebas de transfeccion de cultivos
primarios de células. Asimismo, la cooperacidn entre
oncogenes ha sido demostrada en animales
transgénicosl"'. Ya mencionamos que algunos tumores
humanos tienen amplificados los oncogenes myc y ras
pertenecientes a dos familias diferentes de
complementacion. Este tipo de estudios confirman, a
un nivel molecular, la evidencia clinica y los estudios
de células y tejidos tumorales que indican que la
carcinogénesis es un proceso de etapas miltiples. Esto
podria explicar también el hecho de que, en general,
un tumor tarda afios en desarrollarse y que los
cinceres mis comunes tienen lugar en tejidos de
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rapida proliferacion como paredes intestinales, tejido
pulmonar, cutdneo o cérvico uterino. En cancer de
colon se ha observado que al menos 5 genes deben
estar mutados (oncogenes y anti-oncogenes) para que
se desarrolle un tumor maligno 5. Ademés de los
oncogenes celulares, existen oncogenes en el genoma
de algunos virus que se han asociado con céncer en
humanos; en particular algunos tipos de papilomavirus
humanos (PVHs) (ver més adelante).

Es evidente que en la década pasada los oncogenes
celulares han atraido la atenci6n de los bidlogos que
intentan entender el funcionamiento de una célula y
los origenes moleculares del cancer. En la década
presente, un segundo grupo de genes, los
anti-oncogenes (o genes supresores de tumores), estdn
también ensefidndonos aspectos de gran importancia
acerca de los mecanismos moleculares del cancer
humano.

Un tipo frecuente de alteracion genética que ocurre
durante el desarrollo de un tumor es la inactivacién o
pérdida de funcién de uno o mis anti-oncogenes. Se
piensa que estos genes juegan un papel regulatorio
negativo en el control de la proliferacion celular. Entre
los anti-oncogenes mis estudiados podemos citar a los
que codifican las proteinas pRB (retinoblastoma) y
p53. El gen RB, localizado en el cromosoma 13q14,
codifica una fosfoproteina nuclear de 105 kd. Al
parecer, la forma fosforilada de pRB es inactiva y la
forma desfosforilada inhibe la transcripcién de genes

pl)ortantes en crecimiento celular, tales como myc y
Se ha demostrado que el gen RB suprime el
fenotlpo transformado en células derivadas de varios
canceres (osteosarcoma, retinoblastoma y carcinoma
de prostata) que presentan genes RB inactivados. El
gen p53 esta localizado en la posicién p12-p13 del
cromosoma 17. La proteina p53 silvestre es
anti-oncogénica, en tanto que la proteina p53 mutada
favorece el crecimiento celular, aiin en presencia de la
proteina silvestre. Esto se explica porque la forma
mutada es bastante mas estable que la forma silvestre y
se acumula en la célula; adem4s, ambas formas se
combinan formando hetero-oligdmeros posiblemente
inactivos. Se pueden heredar alelos mutados de p53,
los cuales confieren predisposicién a céncer entre los
descendientes. Los integrantes de familias afectadas
por el sindrome de Li-Fraumeni muestran tumores
mamarios, de cerebro, pulmén, laringe, colon,
melanomas y leucemias. Las mutaciones somaticas de
p53 estan involucradas en la mayoria de los cdnceres
humanos y el gen que se encuentra més
frecuentemente mutado en dichos cénceres es p53.
Existen al menos 30 codones diferentes que pueden

ser mutados en p53 para favorecer el desarrollo de un
carcinoma. Al igual que pRB, la proteina p53 puede
intervenir en la regulacién de la transcripcién de
muchos genes ya que tiene un dominio de activacion
transcripcional y otro que reconoce preferencialmente
a ciertas secuencias de DNAS, Es posible que tanto
p53 como pRB sean proteinas involucradas en la
replicacién y que ademdés regulen la transcripcion de
una serie de genes relacionados con division celular o
diferenciacién. Una disminucién en la sintesis o en la
actividad de estas proteinas anti-oncogénicas podria
facilitar el desarrollo de CaCU (ver més adelante).

Participacién de PVH en céncer cérvico-uterino.
Numerosos estudios epidemiolégicos sugieren que un
agente transmitido sexualmente estd involucrado en
CaCU y que este agente posee un largo periodo de
latencia (20-25 afios). Inicialmente se pens6 que este
agente podria ser el virus herpes simplex tlpo 2 pero
posterlormente esta hipétesis fue descartada!’. Una
de las primeras evidencias que sugirieron que la
infeccion por PVH juega un papel en el CaCU fue el
reconocimiento de que las  anormalidades
morfolégicas encontradas en la displasia cervical
(lamada también neoplasia intraepitelial cervical) se
deben al efecto citopatico causado por infeccién con
PVH®, En aproximadamente 50% de las displasias
cemcales examinadas se han encontrado proteinas de
cipside de PVH en el nicleo de algunas células,
indicando nuevamente al PVH como agente etiol6gico
de dichas lesiones. Un tercer tipo de evidencia que
implica al PVH como uno de los agentes causales de
CaCuU se obtuvo cuando se clon6 el DNA del PVH-16
y del PVH-18 a partir de carcinomas cervicales %
Posteriormente, usando estos dos tipos de DNA viral,
se demostrd que, en algunos paises, aproximadamente
el 70% de los CaCU contienen estos genomas. Es de
gran interés remarcar que la incidencia de cada tipo
de PVH en CaCU varfa en distintos paises,
encontrindose para PVH-16 y PVH-18 porcentajes
que varian entre el 5 y el 67% de los tumores
analizados 2.

Se han descrito 65 tipos diferentes de PVH; unos 20
de estos PVHs se asocian con lesiones anogenitales.
Con base en la frecuencia con que una lesion genital
progresa a carcinoma maligno, los PVHs presentes en
estas lesiones se han clasificado como de bajo o alto
riesgo. Aquellos de bajo riesgo, como el PVH-6 y
PVH-11, son frecuentes en verrugas genitales o
condyloma acuminata, que muy rara vez progresan a
neoplasia. Por el contrario, los PVHs de alto riesgo,
tales como PVH-16 y PVH-18, se asocian con



neoplasia intraepitelial cervical, que puede progresar a
malignidad. En este momento podemos clasificar a los
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 y 56 de PVHs
como de alto riesgo. En un estudio reciente se
determiné que el 84% de los carcinomas cervicales
poseen DNA de los PVHs de alto riesgozz.
Generalmente, el DNA viral se encuentra integrado al
DNA celular en CaCU vy en lineas celulares derivadas
de CaCU; hay algunos reportes que indican que el
DNA de PVH puede también existir en estado
episomal (extracromosomal) en CaCU. El DNA de
PVH se encuentra en estado episomal en lesiones
premalignas. Es necesario mencionar que, en aquellos
casos en que el DNA viral sc encuentra integrado, el
patron de integracién es clonal, indicando que la
asociacion del PVH precede el crecimiento clonal del
tumor. Al parecer la integracidn ocurre al azar en los
cromosomas de la célula huésped, ya que el genoma
viral puede encontrarse en distintos sitios cuando se
estudian diferentes carcinomas y lineas celulares
derivadas de CaCU. Sin embargo, en algunas lineas
celulares la integracién del DNA viral ocurre cerca de
protooncogenes. Por ejemplo, en la linea celular
HeLa, la integracién del genoma del PVH-18 tiene
lugar a 50 kilobases del proto-oncogén c-myc en el
cromosoma 8. En México, se ha observado que, en
algunos tumores, el genoma del PVH-16 estd
integrado muy cerca o dentro del oncogén c-myc, el
cual est4 frecuentemente alterado en CaCU>2!. Esto
puede dar una ventaja selectiva en la progresion de
una lesién prencoplésica a CaCU.

En cuanto al sitio en que se rompe el DNA de PVH
durante la integracién, podemos decir que el
rompimiento ocurre, en general, en la region E1/E2
del genoma viral (Fig. 1), bloqueando la expresion de
la proteina viral transrregulatoria E2. La proteina E2
se unc al DNA de la regién regulatoria de PVH
(region RLC en la Fig. 1) en la secuencia
ACCG(N)CGGT y actia regulando positiva o
negativamente la expresion del genoma viral. En el
caso del PVH-16 y del PVH-18, E2 actia
fundamentalmente como represor de la regién
promotora que controla la transcripcién de los
oncogenes virales E6 y E7%%. En CaCU, y en lineas
celulares derivadas de CaCU, se expresan los
oncogenes virales E6 y E726'ig; esto es debido
posiblemente a la ausencia del represor E2 por
ruptura de dicho gen durante la integracion del
genoma viral, Es decir, la integracién del DNA de
PVH en CaCU proporciona una ventaja selectiva que
lleva a la proliferacién descontrolada de las células
debido a la expresién desrregulada de los genes E6 y
E7.

Cancer cervico-uterino

Fig. 1. Mapa genético del papilomavirus humano tipo 18 (PVH
18). El genoma circular de A de doble cadena contiene 7857
f)b. La localizacién de los marcos abiertos de lectura se obtuvo de
a secuencia completa del genoma. RLC, regién larga de control;
pA, seial de poliadenilacién. Se ilustran algunos sitios de
restriccién relevantes; B, BamHI; R, Eco RE; K, Kpnl; V, EcoRV.

En cuanto al mecanismo de represion causado por
E2 en la region promotora de E6 y E7, nuestro grupo
reportd recientemente?’ que la distancia entre el sitio
de unibn a E2 y el sitio de unién al factor
transcripcional TFIID (caja TATA) juega un papel
muy importante en dicha represion. Ademais,
observamos una clara diferencia en la posicién de los
sitios E2 en PVHs cutdncos y genitales, que podria
explicar parcialmente la presion selectiva para que se
integre el genoma de los PVH genitales en CaCU.

La expresion de E6 y E7 contribuye al fenotipo de
crecimiento proliferativo de las células de CaCU; el
bloqueo en la expresion de E6 y E7 por
oligonucleétidos antisentido inhibe la proliferacién de
las células C4-1, una linea de CaCU positiva para el
PVH-18%. Los genes E6 y E7 de los PVHs de alto
riesgo son transformantes, contrario a lo observado
para los PVH de bajo riesgo. Estos genes, cuando
provienen de PVH de alto riesgo y se expresan juntos,
pueden  inmortalizar  cultivos  primarios de
queratinocitos humanos!%,

La proteina E7 del PVH-16 posee solamente 98
aminoacidos; es una fosfoproteina que se une a zinc y
que puede ser fosforilada por caseina cinasa II en
serinas. Se espresa en displasias cervicales benignas,
en CaCU y en lineas celulares derivadas de CaCU. Al
igual que la oncoproteina E1A de adenovirus, E7 es
capaz de transactivar ¢l promotor E2 de adenovirus™,
La oncoproteina E7 puede transformar células de
roedores establecidas tales como NIH 3T3. Ademis,
coopera con ¢l oncogén ras activado para transformar
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completamente a células de rii6n de rata o a
fibroblastos de rata.

Las oncoproteinas codificadas por virus tumorales,
cuyo genoma es de DNA (E7 de los PVHs
oncogénicos genitales, E1A de adenovirus, antigeno T
grande de SV40) se localizan en el niticleo celular,
aumentan la expectativa de vida de células primarias,
cooperan con ras, inducen sintesis de DNA en células
en reposo, transforman células de roedores ya
establecidas y modulan la transcripcién de ciertos
promotores35. Ademas, estas proteinas comparten
regiones conservadas de aminoécidos que interactian
con proteinas celulares importantes, tales como 1as
proteinas anti-oncogénicas pRB (retmoblastoma) y
p53 (Cuadro 1). Es interesante scialar que las
protefnas E7 de los PVHs de bajo riesgo se asocian
con pRB pero su afinidad es 10 veces menor que la
que presentan las proteinas E7 de los PVHs de alto
riesgo.

CUADRO 1. Interaccién de las proteinas pRB y p53 con las
oncoprofeinas de los virus tumorales que contienen DNA como
genoma.

Oncoproteina Funcién Unién al produc}o
del anti-onogén
Antigeno T grande Inmortaliza célu- RB

las REF, trans-
forma células de
murino 10T, activi-
dad trans activado-
ra

de SV40 (aa 1-120)

Antigeno T grande Transforma célu- P53
de SV40 (aa las REF-52, ATP-

272-625) asa, helicasa, une

DNA polimerasa
Proteina ElA de Inmortaliza célu- RB
Adeno-5 las en cuitivo, acti-

vidad ftransactiva-

dora
Proteina E1B de Transforma célu- p53
Adeno-5 las
Proteina E7 del Transforma célu- RB
PVH-16 las con E6, activi-

dad transactivado-

™
Proteina E6 del Transforma célu- p53
PVH-16 las con E7

SV40: virus de simio 40

REF: fibroblasios de embrién de ratén
RB: retinoblastoma

10

La protefna E6 de los PVHs de alto riesgo también
tiene propiedades transformantes. La asociacién de la
proteina E6 de los PVHs de alto riesgo (pero no de los
de bajo riesgo) con p53 se demostr6 usando E6 y p53
humana sintetizada in vitro en extractos de
reticulocitos de concj037 Posteriormente se descubrié
que la proteina E6 codificada por PVHs oncogémcos
estimula la degradacién de p53 en dichos extractos™
Este hallazgo explicaria la observacién que indica quc
en CaCU positivos para PVH y en células
transformadas por PVH existe un nivel muy bajo de
p53. Por ejemplo, en células Hela no se detecta p53 a
pesar de que posecen mRNA adecuado para
traduccién®. Por el contrarto, en células
transformadas por SV40 o por adenovirus, €l nivel de
p53 aumenta debido a una mayor vida media de la
proteina®’. En este caso, es posible que la funci6n
supresora de pS53 esté bloqueada. Por lo tanto, la
funciéon del antigeno T grande de SV40 y de la
proteina E1B de adenovirus es semejante a la de las
proteinas p53 mutadas transdominantes, ya que todas
ellas forman un complejo con la proteina p53 silvestre,
inactivando su funcién supresora de tumor. Es decir,
el blanco de accién de las proteinas oncogénicas
virales es el mismo (p53) y las consecuencias de la
interaccion proteina-proteina son similares, a pesar de
que en un caso aumente y en otro disminuya la vida
media de p53. Es posible que, ademis de pS3 y RB,
otros anti-oncogenes jueguen un papel importante en
CaCU. Algunos estudios citogenéticos sugieren que
las alteraciones en el brazo corto del cromosoma 3
estdn asociadas con progresién neoplasica en CaCU
positivos para P

Por otro lado, es importante mencionar que los
canceres cervicales mds a esnvos son aquellos que no
contienen DNA de P y que dichos carcinomas
presentan alteraciones en anti-oncogenes.
Recientemente se reporté que en tumores de CaCU
que llevan PVH oncogénico el gen para p53 est4
normal, en tanto que en aquellos que no tienen
secuencias de PVH de alto riesgo se presentan
mutacnones en regiones altamente conservadas de
p53 344

Nuestro grupo de trabajo hizo resaltar hace algtin
tiempo la importancia de alteraciones en genes
celulares en CaCU, especificamente en el oncogén
c-myc(5). Ademas, nos ha llamado la atencién que en
México se encuentran secuencias de los PVH de alto
riesgo (ltlyo 16 y 18) en sdlo el 50% de los tumores de
CaCU? Con fundamento en estos resultados, y en
otros de nuestro laboratonozg'“, seguiremos
estudiando los factores virales (regulacion de la



expresion de E6 y E7) y celulares (expresién de
oncogenes y anti-oncogenes) implicados en el
desarrollo del CaCU.

Evidentemente, los PVHs juegan un papel
importante en ¢l desarrollo de gran cantidad de casos
de cancer genital humano. La progresion de las
lesiones tempranas hacia carcinomas depende,
probablemente, de factores adicionales tales como
hormonas, carcindgenos quimicos y fisicos, dieta,
estadio de diferenciacion de los epitelios y sistema
inmune. Respecto a esto dltimo, es importante tomar
en cuenta que s6lo un cierto porcentaje de las lesiones
que contienen PVH de alto riesgo progresan a CaCU,
siendo muchas de ellas reversibles, y que los periodos
de latencia son extremadamente largos. Dichas
lesiones avanzan o revierten de acuerdo con el estado
del sistema inmune del paciente.
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