Integración viral y cáncer de cuello uterino
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Resumen

El cáncer de cuello uterino (CCU) constituye un problema generalizado de salud que ocupa el segundo lugar a nivel mundial entre las neoplasias malignas de la mujer.  Las infecciones persistentes con virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo son reconocidas actualmente como un factor necesario en el desarrollo de CCU y sus lesiones precursoras. Uno de los procesos que parece estar más involucrado en el origen de las células malignas, es el evento de integración del virus al genoma del huésped, relacionado también con la progresión de lesiones preinvasivas y el mantenimiento del fenotipo transformado. Estos eventos de integración, especialmente de VPH tipo 16 se dan en secuencias específicas del genoma viral, principalmente en su región E1/E2, interrumpiendo la secuencia y permitiendo que exista desregulación de las actividades de transcripción, conduciendo a la sobreexpresión de las oncoproteínas virales E6 y E7 que normalmente inactivan genes supresores de tumores, como p53 y pRb, responsables del control en importantes puntos de chequeo del ciclo celular. Actualmente el proceso de integración viral, es considerado como una alteración genética importante que caracteriza las displasias malignas, con potenciales aplicaciones como marcador de progresión de lesiones precursoras y herramienta de diagnóstico.
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Summary

HPV integration and cervical cancer

Cervical cancer is the second most prevalent cancer worldwide and is the second leading cause of cancer deaths in women. Persistent infection with high-risk human papillomaviruses (HPVs) types are the causative agents of cervical cancer, since 99% of tumors are positive for HPV DNA, HPV is a necessary cause of invasive cervical cancer worldwide. One of the key events of HPV-induced carcinogenesis is the integration of the HPV genome into a host chromosome, related with precancerous lesions progression. Integration follows a more specific pattern with respect to the HPV genome, expression of the viral E6 and E7 genes is consistently maintained, whereas other positions of the viral DNA are deleted or their expression is disturbed, like E2 gene. Loss of expression of the HPV E2 transcriptional repressor is significant and may be critical for malignant progression, as it may result in increased HPV E6 and E7 expression. The HPV E6 and E7 oncoproteins inactivate the p53 and pRB tumor suppressors; expression of high-risk HPV E6/E7 oncogenes provides a subset of the minimally required carcinogenic hits for full transformation of human epithelial cells. There is also evidence for deregulated HPV-16 E6-E7 mRNA stability after integration and specific alterations of host cellular gene expression have been detected upon HPV genome integration. Currently, integration of HPV is considered to be an important genetic alteration for the progression of intraepithelial lesions to invasive disease with potential clinical applications like mark tumour progression and diagnostic tool.
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Introducción

El cáncer de cuello uterino (CCU) es el segundo cáncer más frecuente a nivel mundial después del cáncer de seno, constituyéndose en uno de los principales problemas de salud pública en la población femenina (1). En muchos países en desarrollo, especialmente en África y América Latina, ocupa el primer lugar en incidencia; sin embargo, es una enfermedad que a pesar de sus altas tasas de incidencia y mortalidad, puede ser prevenida cuando es detectada en sus etapas iniciales (2).  En Colombia, el CCU es la principal causa de mortalidad por cáncer en edad reproductiva debido a que la enfermedad es detectada en estadios avanzados en un número importante de mujeres y a la resistencia a la radioterapia (3). Según datos de la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC), para el año 2002 la patología presentó una incidencia anual de 36,4 nuevos casos por cada 100.000 mujeres y  una tasa de  mortalidad de 18,2/100.000, valores superiores al promedio de los países latinoamericanos.

El CCU, al igual que muchos otros cánceres, se desarrolla como resultado de múltiples alteraciones genéticas, epigenéticas e inmunológicas; adicionalmente otros factores como la interacción entre medio ambiente y célula pueden facilitar la promoción de los procesos de transformación neoplásica. Una de dichas interacciones la constituye la infección con el virus del papiloma humano (VPH) considerado, según la historia natural de la ontogénesis de cuello uterino, como el principal factor etiológico de este tipo de cáncer. Numerosos estudios epidemiológicos han establecido la relación causal entre la infección viral y el desarrollo de neoplasias de cuello uterino (2,4,5). El patógeno que es detectado en el 90-100% de los casos, se cree es una causa necesaria pero insuficiente para el desarrollo de carcinomas invasivos de cuello uterino (CIC) (6).

Una gran variedad de VPH han sido identificados, pero solo los tipos de alto riesgo (principalmente 16 y 18) son asociados con cáncer de cuello uterino, debido a su gran capacidad transformante y a su frecuente presencia en lesiones neoplásicas avanzadas.  Los virus de bajo riesgo se encuentran principalmente en lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIEBG), atipias que en la mayoría de los casos regresan espontáneamente sin ocasionar problemas en el tejido al que infectan.
Uno de los procesos que parece estar más involucrado en el origen de las células malignas es el evento de integración del virus al genoma del huésped, proceso actualmente considerado como una alteración genética importante que caracteriza las lesiones malignas y que se relaciona con la pérdida o inactivación de genes.  Estos eventos de integración, mejor caracterizados en el tipo viral 16, se dan en sitios específicos de la región E1-E2 interrumpiendo la secuencia y permitiendo la desregulación de las actividades de transcripción, resultando finalmente en la sobreexpresión de las oncoproteínas virales. Las proteínas E6 y E7 normalmente inactivan genes supresores de tumores, como p53 y pRb, conduciendo al descontrol en importantes puntos de chequeo del ciclo celular y de esta manera, favorecen la progresión de lesiones preinvasivas y el mantenimiento del fenotipo maligno (7).  Por tanto, el evento de integración del virus en el genoma del huésped ha sido propuesto como potencial marcador de la progresión de neoplasias cervicales.

Teniendo en cuenta que el pronóstico de pacientes con CCU es generalmente pobre mientras que las lesiones precursoras son frecuentemente curables, el conocimiento de los eventos moleculares que hacen que una lesión progrese es de considerable interés debido a la necesidad de identificar marcadores moleculares que permitan definir si la lesión va a progresar y en esta medida, darle un tratamiento más adecuado al paciente. La detección de las tasas de integración contribuirá de manera directa y efectiva en la toma de decisiones para el manejo y seguimiento de pacientes con lesiones intraepiteliales, disminuyendo de esta manera el riesgo de CCU.

Virus del papiloma humano

La infección por VPH es considerada como la enfermedad de transmisión sexual más frecuente a nivel mundial, existen estimaciones que la ubican hasta en el 80% de las mujeres asintomáticas con vida sexual activa. Dentro de la etiología multifactorial que caracteriza el desarrollo de CCU se destaca la participación primordial que tiene la infección por VPH. Actualmente, la infección persistente con genotipos de alto riesgo, principalmente VPH 16 y 18, ha sido reconocida como la causa central y virtualmente necesaria en el desarrollo, mantenimiento y progresión de lesiones premalignas a CCU (6). En efecto, la asociación etiológica entre la infección viral y el CCU es ampliamente aceptada y justificada por numerosos estudios epidemiológicos multicéntricos (2, 4, 5, 8).

Aunque la presencia de VPH es considerada como el principal factor de riesgo, no todas las infecciones con tipos de alto riesgo conducen al desarrollo del fenotipo maligno. La infección por VPH es muy común principalmente en las mujeres jóvenes, que en la mayoría de los casos se resuelve espontáneamente; otras infecciones conducen al establecimiento de lesiones precursoras, de las cuales solamente una pequeña fracción progresa a carcinomas de cuello uterino. El hecho de que sólo una minoría de infecciones persistentes por VPH progrese a cáncer, señala la coexistencia de otros cofactores que deben estar presentes para que se dé la transformación.  En otras palabras, la infección es causa central pero insuficiente en la carcinogénesis cervical.

El VPH es un virus relativamente pequeño, sin envoltura lipídica, constituido por ADN circular de doble cadena con una longitud aproximada de 8.000pb.  El genoma está dividido en región codificante que comprende ocho genes transcritos en un mARN policistrónico y una región no codificante. La región no codificante o reguladora Long Control Region, (LCR) contiene el origen de replicación, una región promotora (P97 en VPH16) y una secuencia intensificadora que controlan la trascripción de los genes virales. La región codificante está dividida a su vez en dos regiones de expresión, temprana y tardía. Los primeros genes (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) están relacionados con la modulación de los procesos de transformación celular, replicación y transcripción viral. La región de expresión tardía contiene los genes L1 y L2 que codifican para las dos proteínas estructurales de la cápside (Figura 1) (1).
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Figura 1. Representación esquemática del genoma circular de VPH.
Los productos de expresión de los genes E6 y E7 son considerados elementos claves en la ontogénesis de cuello uterino. Ampliamente se ha documentado la participación de E6 y E7 en la inmortalización de queratinocitos primarios in vitro y su actividad tumorogénica in vivo en micos transgénicos. Adicionalmente, numerosos estudios bioquímicos han clarificado algunos mecanismos de acción de las proteínas multifuncionales E6 y E7, dada su capacidad de formar complejos estables con diferentes proteínas celulares y alterar total o parcialmente sus funciones normales.  Las oncoproteínas se unen a proteínas reguladoras del ciclo celular, p53 y pRB, e interfieren en los puntos de chequeo G1/S y G2/M, induciendo diferentes cambios como alteraciones cromosómicas numéricas (1,5).
Taxonómicamente el virus del papiloma humano pertenece a la familia Papillomaviridae, compuesta por 16 géneros. Los tipos virales del género alpha papillomavirus se caracterizan por ser causantes de lesiones mucosas y cutáneas en humanos y primates. Los alpha papillomavirus se han clasificado en dos categorías, virus de alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82) y virus de bajo riesgo (tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81). Los virus de bajo riesgo se han asociado a enfermedades de cuello uterino benignas como condilomas acuminados (verrugas genitales) mientras que los virus de alto riesgo o tipos virales oncogénicos son causantes de displasias severas y CCU (8).

Actualmente, la clasificación de los diferentes tipos virales se realiza por comparación de la secuencia nucleotídica del gen L1, una de las regiones más conservadas dentro del genoma viral. Un nuevo tipo viral se define cuando se identifica un nivel de variación mayor al 10% en la secuencia de L1 respecto a la secuencia de los tipos previamente clasificados, un subtipo entre el 10 y 2% y una variante menos del 2%. De la misma manera, miembros de diferentes géneros comparten menos del 60% de homología en el marco abierto de lectura L1; especies de un mismo género, entre el 60-70%, y tipos de una misma especie, entre el 71-89%. Igualmente, a partir de las sustituciones nucleotídicas presentes en diferentes regiones del genoma viral, como L1, L2, E6 y LCR, se han definido cinco grupos filogenéticos o variantes: Europeo (E), Asiático (A), Asiático-Americano (AA), Africano 1 (Af1) y Africano 2 (Af2) (9).

Integración viral

El ADN viral puede encontrarse en la célula infectada de tres maneras, integrado al genoma celular (forma integrada), libre en el núcleo celular (forma episomal) y compartiendo las formas integrada y episomal (forma mixta).

Diferentes trabajos han demostrado que la integración viral es un evento importante en la progresión de lesiones intraepiteliales a carcinomas invasivos de cuello uterino, sin embargo, después de más de dos décadas de investigación en VPH no son claros los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de integración. Recientemente, Wentzensen (10) propuso un modelo que intenta explicar el papel de la integración en el desarrollo de carcinomas invasivos (Figura 2). En etapas tempranas, la expresión de oncoproteínas virales en células epiteliales generalmente conduce al desarrollo de diferentes tipos de anormalidades cromosomales (11), no obstante, la posterior activación de los mecanismos de reparación celular facilita la inserción de secuencias foráneas como las de VPH (12).  Así, se ha observado que la homología entre secuencias del virus y del genoma celular que se recombinan es prácticamente nula, lo que permite considerar el proceso de inserción viral como un mecanismo que se facilita por eventos de recombinación no homóloga, proceso empleado frecuentemente por las células en la reparación de daños genéticos (13,14). La progresión de lesiones asociadas a VPH refleja el clásico escenario de selección en el cual ciertos eventos conducen a la expansión clonal de células alteradas biológicamente. Pese a que la integración de fragmentos virales ocurre paralelamente en múltiples clones celulares, el proceso de selección en etapas avanzadas promueve el crecimiento de clones celulares que por diferentes mecanismos, como el evento de integración, presentan aumento en la expresión de las oncoproteínas virales (15).
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Figura 2. Integración viral y progresión de displasias de cuello uterino. (Modificada de Wentzensen, 2004).
De acuerdo con los resultados resumidos en la tabla 1, la frecuencia de formas integradas o mixtas aumenta con la progresión de la enfermedad de cuello uterino (16); de esta manera, la transición de lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG) a carcinomas microinvasivos (mCA) se caracteriza por la integración de secuencias VPH de alto riesgo (17). Los resultados experimentales demuestran que la integración es común en CIC y poco frecuente en epitelios normales y neoplasias intraepiteliales de cuello uterino grado I (NIC I), mientras que en NIC II y NIC III la integración viral abarca un amplio rango de valores. Sin embargo, la ausencia de secuencias integradas VPH 16 en algunos estados clínicos avanzados como NIC III o carcinoma in situ (CIS) sugiere que la integración no es siempre requerida para la progresión maligna de lesiones de cuello uterino (15, 18, 19, 20, 21).

Tabla 1. Estudios de integración de VPH en NIC y CIC.
	Estado clínico
	Tipo viral
	Estado físico de VPH
	Población
	Técnica
	Referencia

	Ca. celular escamoso
	VPH 16
	Integrado 11/30 (37%)

Episomal  11/30 (37%)

Mixto 8/30 (25%)
	China
	SBH
	22

	NIC I

NIC II y NIC III
	VPH 16
	Episomal  7/7 (100%)

Integrado 10/10 (100%)
	Alemania
	SBH
	23

	CIC
	VPH 16
	Integrado 17/23 (74%)
	Reino Unido
	SBH
	24

	NIC I y NIC III

CIC
	VPH 16
	Integrado 3/7 (43%)

Episomal  4/7 (57%)

Episomal 1/10 (10%)
	Japón 
	SBH y 2DE
	25

	Epitelio normal y NIC I

NIC II-III

CIC
	VPH 6 ó 11, 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 y 56.
	Episomal 51/51 (100%)

Episomal 58/61 (95%)

Mixto 3/61 (5%)

Integrado 47/69 (68%)

Episomal  13/69 (19%)

Mixto  9/69 (13%)
	EE.UU.
	SBH y 2DE
	18

	Ca. celular escamoso
	VPH 16
	Integrado 1/13 (8%)

Mixto  12/13 (92%)
	Noruega
	SBH, 2DE y ISH
	26

	Ca. celular escamoso: 

FIGO I-IV
	VPH 16

VPH 18
	Integrado 9/25 (36%)

Episomal o mixto 16/25 (64%)

Integrado 20/20 (100%)
	México
	SBH
	27

	E. inflamatorios y NIC I

NIC III

CIC  
	VPH 16
	Episomal 100%

Integrado 7/7 (100%)

Integrado 19/22 (86%)
	India
	PCR E2
	7

	Ca. celular escamoso: 

FIGO IB, IIA, IIB, III y IV.
	VPH 16

VPH 18

VPH 16/18
	Integrado  36/51 (70%)

Episomal  5/51 (10%)

Mixto 10/51 (20%)

Integrado 5/5 (100%)

Integrado 10/12 (83%)

Mixto 2/12 (17%)
	Corea
	SBH
	28

	Ca. celular escamoso: 

FIGO IB, II y III/IV.
	VPH 16
	Integrado 28/45 (62%)

Episomal  7/45 (16%)

Mixto  10/45 (22%)
	EE.UU.
	ISH
	29

	NIC II y NIC III

Ca. celular escamoso.


	VPH 16

VPH 31

VPH 16

VPH 18

VPH 31

VPH 35
	Integrado  3/19 (16%)

Episomal  13/19 (68%)

Mixto  3/19 (16%)

Episomal  5/5 (100%)

Integrado  12/23 (52%)

Episomal  6/23 (26%)

Mixto 5/23 (22%)

Integrado  4/4 (100%)

Integrado  2/2 (100%)

Integrado  2/2 (100%)
	Italia
	SBH
	19

	Ca. celular escamoso: FIGO I-IV
	VPH 16
	Integrado 81/158 (51%)
	Noruega
	PCR E1/E2
	30

	Epitelio normal

NIC I

NIC II

NIC III

Ca. celular escamoso.
	VPH 16 y 18
	Episomal 19/19 (100%)

Episomal 10/10 (100%)

Episomal 21/22 (95%)

Integrado 1/22 (5%)

Episomal 54/64 (84%)

Integrado 10/64 (16%)

Episomal 5/40 (12%)

Integrado 35/40 (88%)
	Alemania
	APOT-PCR
	31

	CIC
	VPH 16
	Integrado  10/22 (45%)

Episomal  10/22 (45%)

Mixto  2/22 (10%)
	Japón
	PCR múltiple
	32

	NIC III

CIC
	VPH 16
	Episomal  17/18 (94%)

Mixto  1/186 (6%)

Integrado  17/37 (45%)

Episomal 7/37 (18%)

Mixto  14/37 (37%)
	Noruega
	PCR E1/E2 y rliPCR
	33

	LIEBG

LIEAG

CIC
	VPH 16
	Episomal o mixto 57/62 (92%)

Integrado 5/62 (8%)

Episomal o mixto 13/39 (33%)

Integrado 26/39 (67%)

Episomal o mixto 4/24 (17%)

Integrado 20/24 (83%)
	Argentina
	PCR E2
	34

	Epitelio normal

NIC I

NIC II

NIC III
	VPH 16
	Mixto 4/4 (100%)

Mixto 4/4 (100%)

Integrado  2/11 (18%)

Episomal 1/11 (9%)

Mixto 8/11 (73%)

Integrado  1/12 (8%)

Mixto 11/12 (92%)
	Finlandia
	PCR en tiempo real
	35

	Displasia moderada (2), Displasia severa (6), CIS (9) y CIC (69)
	VPH 16

VPH 16 y 18

VPH 18
	Integrado  24/40 (60%)

Episomal 8/40 (20%)

Mixto 8/40 (20%)

Integrado  4/39 (10%)

Episomal 21/39 (54%)

Mixto 14/39 (36%)

Integrado 7/7 (100%)
	Italia
	PCR múltiple
	36

	NIC 

mCa

CIC
	VPH 16
	Integrado  2/11 (18%)

Episomal 7/11 (64%)

Mixto 2/11 (18%)

Integrado  1/11 (9%)

Episomal 4/11 (36%)

Mixto 6/11 (55%)

Integrado  12/28 (43%)

Episomal 7/28 (25%)

Mixto 9/28 (32%)
	Japón 
	PCR en tiempo real
	37

	LIEBG

LIEAG

CIC
	VPH 16
	Integrado  3/7 (42.8%)

Integrado  7/14 (50%)

Integrado 7/8 (87.5%)
	Brasil
	PCR E2
	38

	LIEBG
	VPH 16
	Integrado  7/13 (54%)
	EE.UU.
	PCR E2
	39

	LIEAG
	VPH 16
	Integrado 14/23 (61%)

Episomal y mixto 9/23 (39%)
	Reino Unido
	PCR E2-E7
	40

	NIC III y CIS
	VPH 16

VPH 18

31,33,52b,58
	Integrado 15/30 (50%)

Episomal 9/30 (30%)

Mixto 6/30 (20%)

Integrado 16/17 (94%)

Mixto 1/17 (6%)

Integrado 4/5 (80%)

Episomal 1/5 (20%)
	Austria
	2DE
	20

	NIC I

NIC II y NIC III

NIC III y Mca
	VPH 16 y 18
	Integrado 0/2 (0%)

Integrado 2/19 (10%)

Integrado 10/10 (100%)
	Países Bajos
	FISH
	17

	Ca. celular escamoso:

FIGO I y II.
	VPH 16
	Integrado 30/39 (77%)

Episomal 7/39 (18%)

Mixto 2/39 (5%)
	Hungría
	SBH

PCR E1-E2
	41

	FIGO IIB

FIGO IIIB

FIGO IV
	VPH 16 
	Episomal 50%

Episomal 42%

Episomal 66.6%
	India
	PCR E2
	21

	Estados inflamatorios, NIC I, NIC II y NIC III.

Estados inflamatorios

NIC I

NIC II

NIC III
	VPH 16 
	Integrado  4/32 (12%)

Episomal 15/32 (47%)

Mixto 13/32 (40%)

Integrado  11%

Integrado  28%

Integrado  50%

Integrado  54%
	China
	PCR múltiple
	16

	NIC I

NIC II

NIC III 
	VPH 16
	Integrado  2/8 (25%)

Integrado  1/15 (7%)

Integrado  9/25 (36%)
	Suecia
	PCR en tiempo real
	42

	NIC II y NIC III

CIN III y mCA
	VPH 16
	Integrado  5/17 (29%)

Integrado  9/11 (82%)
	Países Bajos
	FISH
	43

	CIC
	VPH 16

VPH 18

VPH 52

VPH 58
	Integrado  82.6%

Integrado  100%

Integrado  25%

Integrado  12.5%
	Taiwán
	PCR en tiempo real
	44


Abreviaturas: Ca: Carcinoma, FIGO: Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia; PCR: Polimerase chain reaction; APOT-PCR: Amplification of papillomavirus oncogene transcripts-PCR; rliPCR: Restriction enzyme cleavage self-ligation and inverse PCR; SBH: Southern blot hibidisation; 2-DE: Two dimensional electrophoresis; ISH: in situ hibridisation; NISH: Non-isotopic in situ hibridisation; FISH: Fluorescence in situ hibridisation.

Sitios de integración viral y su efecto

En el proceso de integración, la linearización del genoma circular es una etapa necesaria que involucra el rompimiento de la doble cadena viral principalmente en la región E1/E2 (24, 29, 30, 33, 45-47). Adicional al rompimiento, en la mayoría de casos se presentan deleciones de fragmentos virales (22, 46).  En VPH 16 se han identificados diferentes patrones de ruptura de acuerdo a la secuencia viral afectada, actualmente se considera que el fragmento viral correspondiente a los genes E1 y E2 es la región con mayor tasa de rompimiento. Sin embargo, dentro de esta región a su vez existen varias secuencias específicas que han sido reconocidas como blancos de rompimiento viral tanto en E1 (15, 46, 48) como en E2 (29, 33). Es posible que así como la dinámica de integración varíe con la población de estudio, ocurra lo mismo con los sitios específicos de corte viral.

Con relación a las deleciones, en VPH 16 se han registrado pérdidas en la región E2 de 251 pb (49) y 813 pb (50), deleciones totales en E4 y E5 y parciales en L1 y L2 de 376 pb (51) y en E1 de 1464 pb (52). En VPH 18 aproximadamente la mitad del genoma viral se pierde en la integración comprometiendo total o parcialmente los genes E2, E4, E5, L1 y L2 (47).  De otro lado, se han identificado regiones virales que no son blancos de rompimientos en el proceso de inserción como las correspondientes a los genes E6, E7 y LCR (24, 45, 51, 52).

Teniendo en cuenta que frecuentemente ocurren rupturas y/o deleciones a nivel de la región E1 y E2, parte de los efectos de la integración viral van a depender de la alteración de las funciones biológicas de E1 y E2.  La proteína E2 de VPH 16 controla negativamente la transcripción de los genes virales E6 y E7 al unirse al promotor viral P97. En presencia de la proteína E2 hay represión continua de la transcripción de las oncogenes E6 y E7, contrariamente, la ausencia del represor E2 permite el libre acceso de factores de trascripción celulares que se agrupan en el promotor viral y regulan positivamente la transcripción de E6 y E7 (53). De acuerdo con lo anterior, recientemente se evidenció que la integración de VPH 16 asociada con deleciones en el extremo 3’ de E2 conduce a la desregulación del promotor P97 y al aumento en los niveles de E7 (54).

La pérdida de la función represora de E2 es un factor crítico en la progresión maligna, in vitro se ha demostrado que la reintroducción de E2 en líneas celulares de carcinoma de cuello uterino causa supresión del crecimiento debido a la represión de la transcripción de E6 y E7 (55-58). Igualmente es posible revertir el efecto causado por E2 a través de la reintroducción de las oncoproteínas E6 y E7.  Estos experimentos demuestran claramente que la continua expresión de E6 y E7 es necesaria para el mantenimiento del fenotipo maligno y que la expresión de los oncogenes es afectada por la actividad de E2 (57).

La proteína E2 también ha sido relacionada con procesos de muerte celular por apoptosis en ausencia de factores de crecimiento (59).  Es interesante anotar que las proteínas E2 de tipos virales de alto riesgo localizadas en núcleo y citoplasma pueden inducir apoptosis, mientras que las derivadas de genotipos de bajo riesgo ubicadas exclusivamente en el núcleo no causan muerte celular. Recientemente se demostró que la acumulación de E2 VPH 16 y 18 en el citoplasma induce apoptosis por activación de la ruta caspasa 8 (60).

Otras consecuencias de la pérdida de la actividad represora de E2 son el aumento en la capacidad de inmortalización (61), el incremento en la estabilidad de los mensajeros E6 y E7 VPH 16 (62) y la alteración del perfil de expresión de varios genes celulares (63). Igualmente, la expresión de E6 y E7 a partir de secuencias integradas confieren a las células infectadas ventajas selectivas de crecimiento (64).
El rompimiento del gen viral E2 ha sido asociada con la progresión de lesiones de cuello uterino, particularmente de LIEBG a LIEAG (34), con bajas tasas de sobrevida y con pronósticos desfavorables en pacientes con CCU asociado a VPH (29, 30, 65); no obstante la presencia de regiones E2 inalteradas junto con la expresión concomitante de oncoproteínas virales en algunos casos de lesiones avanzadas plantea que la ruptura de la secuencia viral en E2 no es siempre un paso indispensable en el desarrollo de CCU, ya que la alteración de la función biológica de E2 puede darse por otros mecanismos alternos tales como cambios en la secuencia nucleotídica (19, 21).

Integración y oncoproteínas virales

En carcinomas de cuello uterino la mayoría de genomas VPH integrados son transcripcionalmente activos y expresan oncoproteínas virales, debido a la pérdida de la actividad represora de E2 (15, 21). Sin embargo, pueden existir muchas copias VPH integradas y solamente un bajo porcentaje, menor al 10% en VPH 16, pueden ser transcripcionalmente activas (66, 67).

Efectivamente, diferentes trabajos han demostrado que la inserción de genotipos de alto riesgo en el genoma de la célula huésped está asociada con el aumento en los niveles de transcripción de los genes E6 y E7 (20, 28, 62, 64). Esta observación también ha sido corroborada in vitro, empleando una línea celular derivada de una lesión intraepitelial de bajo grado, en donde las secuencias VPH integradas sobreexpresaron E7 y no generaron transcritos para E2 (54).

Si se considera que en lesiones avanzadas prevalecen las formas integradas y que E2 es un represor transcripcional de los oncogenes virales, es posible predecir que en displasias severas y en CIC se presente mayor expresión de E6 y E7. Recientemente se demostró la ausencia de mensajeros para las oncoproteínas virales en todos los casos de NIC I y NIC II y la presencia de mARN en la totalidad de los casos de NIC III y CIC, estos resultados sugieren la posibilidad de emplear la valoración de los niveles de mARN de E6 y E7 como un indicador de pronósticos en pacientes con CCU asociado a VPH (21).

Teniendo en cuenta que tanto el evento de integración como la presencia o ausencia de mensajeros E6/E7 han sido relacionados con la progresión de la enfermedad y que el número de copias virales aumenta en LIEAG, Rajeevan (67) evaluó la relación entre los niveles de transcritos y la carga viral en NIC II y NIC III. El trabajo concluye que aunque en todos los casos analizados se observó una correlación positiva entre los niveles de mensajeros y la carga viral, ésta fue independiente del estado clínico, es decir, no se presentaron diferencias en los niveles de mensajeros entre NIC II y III.  Aunque la inalteración de esta relación en diferentes estados clínicos no excluye que la desregulación de las oncoproteínas virales sea un mecanismo biológicamente significativo en la progresión maligna, son necesarios más adelantos en este sentido antes de considerar la evaluación de los niveles de mensajeros E6/E7 como posibles marcadores de pronóstico.

Sitios de integración celular y su efecto

El proceso de inserción viral no solo afecta la estructura del genoma viral sino también los genes celulares del hospedador interrumpidos durante la integración. Actualmente se han identificado más de 230 sitios de integración celular, la mayoría correspondientes al tipo viral 16 descritos en tumores primarios de cuello uterino y líneas celulares (13-15, 33, 35, 48, 52, 68-86).

La integración de secuencias VPH ocurre dentro de regiones del genoma de baja condensación, transcripcionalmente activas, que permite mayor accesibilidad para la integración de ADN foráneo (87). Aunque actualmente es aceptada la hipótesis en donde se plantea que el evento de integración viral ocurre aleatoriamente a lo largo del genoma, un alto porcentaje de los sitios celulares de integración corresponden a CFSs (Common Fragile Sites) o regiones genómicas altamente susceptibles a la ruptura que facilitan la inserción de ADN exógeno. La integración en CFSs es comúnmente asociada con grandes deleciones cromosomales y rearreglos, por tanto cualquier gen o grupo de genes presentes en estas regiones podrían sufrir este tipo de alteraciones después de la integración de secuencias exógenas (83).

Se ha observado integración de fragmentos virales en genes involucrados con el desarrollo de tumores como MYC, TP63, NR4A2, APM-1, FANCC, TNFAIP2 y hTERT.  A pesar de ser interrumpidas frecuentemente las regiones intrónicas en el proceso de integración, la estructura de los mensajeros, y por ende la expresión de genes, puede alterarse significativamente. En el caso de MYC, dos trabajos evidenciaron que la integración de VPH conduce al aumento de los niveles de mensajero del oncogen celular, sugiriendo fenómenos de activación debidos al proceso de integración (68,72). De otro lado, uno de los cuatro casos de integración estudiados en la región promotora de hTERT presentó aumento en el nivel de transcripción e incremento marcado de la actividad telomerasa (84,88), sin embargo, la activación de la enzima telomerasa es un evento frecuente en cáncer de cuello uterino asociado a VPH ya que la proteína E6 produce transactivación de la transcripción de hTERT (89). En general, existe poca evidencia experimental que relacione la integración viral con la alteración de la actividad biológica de los genes celulares afectados y por tanto no es clara la contribución de estas modificaciones celulares en el desarrollo del fenotipo maligno.

A partir del análisis de tumores asociados a VPH y del desarrollo de un modelo de integración viral in vitro, se ha planteado una nueva hipótesis que establece la continua inserción de secuencias virales en células epiteliales infectadas, sin embargo, solamente algunas integraciones específicas podrían alterar los genes celulares localizados en los sitios de integración o sus alrededores, este evento junto con el aumento del nivel de transcritos de oncoproteínas virales mediado por E2 contribuiría conjuntamente en el desarrollo de tumores de cuello uterino (86).
Integración viral y estabilidad cromosomal

La sobreexpresión de oncogenes E6 y E7 es el principal factor viral en la patogénesis de displasias de cuello uterino. Actualmente se reconoce que la expresión de los genes E6 y E7 en células epiteliales conduce al desarrollo de inestabilidades cromosomales e induce aneuploidía, así mismo la pérdida de la estabilidad genética del huésped favorece el evento de integración lo que a su vez resulta en la sobreexpresión de E6 y E7. Se ha demostrado in vivo que la aneuploidización precede el evento de integración viral en la progresión de displasias de cuello uterino (12).  Las regiones cromosomales donde se presenta mayor incidencia de imbalances así como un alto número de amplificaciones, coinciden con CFSs y otros locis celulares descritos como sitios de integración celular (90, 91).

Recientemente se observó una correlación significativa entre el número de copias cromosomales y el estado físico viral, las formas episomales inducen tetrasomias y trisomias mientras que las formas integradas se relacionan con el desarrollo de aneusomias y polisomias, detectadas predominantemente en NIC III y carcinomas microinvasivos (17). De la misma manera se observó mayor frecuencia de imbalances numéricos en muestras que presentaron pérdida de la región E2 en el genotipo 16 (40).  La sobreexpresión de E7, por disrupción de E2, es asociada con diferentes formas de inestabilidad genómica, en estados donde coexisten las formas integradas y episomales los niveles intermedios de E7 son relacionados con anormalidades numéricas mientras que en formas integradas, los altos niveles de E7 correlacionan con anormalidades numéricas y estructurales (54).

Integración y otros factores virales

Dentro de los factores de riesgo virales asociados con CCU, el genotipo, las variantes intratípicas y la carga viral han sido relacionados con la integración de secuencias VPH.

La mayoría de estudios de integración viral se han realizado en los dos principales genotipos de alto riesgo, VPH 16 y VPH 18. Comparando las tasas de integración entre estos genotipos es posible concluir que el comportamiento de los tipos 16 y 18 difiere ampliamente (tabla 2), la inserción de secuencias VPH 18 parece ser un evento crucial y más eficaz en la transformación de displasias a carcinomas y se asocia con un mayor grado de agresividad en términos de rápida progresión maligna. No obstante, tanto la tipificación viral como la evaluación del estado de integración son parámetros que permitirían un diagnóstico más acertado y un mejor pronóstico de displasias de cuello uterino (20, 36). En infecciones múltiples VPH 18 y 16, el genotipo 16 presenta alto porcentaje de formas episomales respecto a la infección exclusiva por VPH 16, planteándose la posibilidad de competencia entre los dos tipos virales por los sitios de integración celular (36).
Tabla 2. Tasas de integración en VPH 16 y VPH 18.

	Integración (%)
	Referencia

	VPH 16
	VPH 18
	

	72
	100
	18

	36
	100
	27

	70
	100
	28

	52
	100
	19

	60
	100
	36

	50
	94
	20

	82,6
	100
	44


En cuanto a las variantes intratípicas, es interesante anotar que dos trabajos desarrollados en la población mexicana identificaron varias sustituciones nucleotídicas en E2 concomitante con el mantenimiento de la integridad física del gen en la mayoría de carcinomas evaluados, los resultados sugieren que la variación genética de la región E2 puede ser un mecanismo alterno de desregulación en la expresión de oncoproteínas virales. Efectivamente, las diferencias en la regulación de la transcripción de E6 y E7 por la proteína E2 pueden ser asociadas con una mayor oncogenicidad de las variantes asiático-americanas (AA), presentes mayoritariamente en la población latinoamericana (92, 93). Contrario a lo observado con las variantes AA, las variantes europeas (E) se asociaron con la alteración física del gen E2 sugiriendo que la sobreexpresión de E6 y E7 en variantes E inicia en etapas tardías de la infección viral, ya que es indispensable la ruptura de la secuencia viral y su posterior inserción en el genoma del huésped (94). Es importante resaltar que la modificación del estado de metilación del genoma de VPH, al igual que las sustituciones nucleotídicas, puede conducir a la alteración de la funcionalidad de genes virales; así, el incremento en el nivel de metilación del gen L1 y la disminución en E6 y LCR, de VPH 16 y 18, han sido asociados con etapas avanzadas del CCU. A la fecha, aunque no existe suficiente evidencia experimental relacionada con la dinámica de metilación de otros genes virales, como E2 y E1, es posible que la variación en estos niveles conduzca a la alteración de la actividad biológica (95-98).

Teniendo en cuenta que la carga viral es un valor predictivo de persistencia y progresión (99-101) y que la rápida progresión de neoplasias intraepiteliales ha sido asociada con una alta carga de secuencias integradas (35), es posible considerar la identificación del estado de integración junto con la determinación de la carga viral como parámetros de pronóstico.  Sin embargo, son pocos y no concluyentes los trabajos que correlacionan integración y carga viral. Berumen (27) y Jeon (64) asociaron la integración de secuencias VPH 16 con un menor número de copias virales, mientras que Anderson (42) demostró que el promedio de número de copias de VPHs de alto riesgo en muestras NIC I a III no presentó diferencias entre los tres estados clínicos evaluados, en donde en la mayoría de casos se observó integración. Es posible que la dificultad en esta clase de trabajos radique en la amplia variedad de técnicas desarrolladas para la valoración de la carga viral e identificación del estado físico viral, cada procedimiento con limitantes técnicas y conceptuales específicas. En este sentido es necesaria la ejecución de trabajos orientados a verificar la sensibilidad y especificidad de las técnicas así como el grado de concordancia entre ellas.
Técnicas de detección

Aunque han sido desarrolladas diferentes técnicas cualitativas y cuantitativas (tabla 3), la PCR es la más empleada en la identificación del estado físico de VPH. Inicialmente la categorización por PCR se basaba en la amplificación del gen E2, la ausencia o presencia de producto amplificado representaba las formas integradas y episomales respectivamente; sin embargo, esta técnica no permitía discriminar las formas episomales de las mixtas ya que en ambos casos se obtenía producto amplificado. Actualmente, la discriminación de los tres estados físicos por PCR múltiple y en tiempo real se basa en la cuantificación de la relación E2/E6; en formas integradas puras no se observan amplímeros correspondientes a E2, en formas episomales puras la relación de E2 y E6 es equivalente, mientras que en formas mixtas se genera menor señal para E2 respecto a E6.

Tabla 3. Técnicas para la detección del estado físico de VPH.
	Técnica
	Referencia

	PCR
	E2
	102

	
	Múltiple
	32

	
	Tiempo real
	35,37

	
	APOT
	31

	
	rliPCR
	33

	ISH
	NISH
	103

	
	FISH
	17

	SBH
	51

	2-DE
	104


Abreviaturas: ver Tabla 1.

Una de las razones que explica la alta variabilidad de los resultados en NIC II y NIC III es el empleo de diferentes técnicas y procedimientos en la detección del estado físico viral y más aún, la ausencia de trabajos que reporten el grado de concordancia entre éstas. Recientemente se evaluaron estados de integración en muestras de NIC y CIC empleando PCR en tiempo real y FISH, los datos demostraron concordancia de formas integradas en 37 de 43 casos evaluados (86%), concluyendo que las dos técnicas no solo fueron convenientes sino complementarias en la evaluación de tasas de integración (105).

A pesar de los constantes adelantos en el mejoramiento de los procedimientos por ISH y PCR, deben tenerse en cuenta varias limitantes técnicas en la interpretación de resultados. Al emplear PCR, debería analizarse la totalidad de la región E1/E2, debido a los múltiples patrones de ruptura reportados en esta región, sin embargo, en muchos casos se han seleccionado secuencias cortas de corte que como se mencionó anteriormente, posiblemente pueden variar de acuerdo a la población de estudio. En el caso de FISH, un bajo número de copias episomales y la presencia de formas concaterizadas pueden generar señales puntuales, es decir, falsos positivos de integración (106).

Aunque actualmente existen plataformas tecnológicas que permiten el análisis masivo de muestras tanto por PCR como por FISH, es evidente que hay una tendencia hacia el empleo de técnicas basadas en PCR, no sólo por costos y tiempo de análisis sino porque a diferencia de FISH, su uso en numerosos estudios ha permitido corroborar la validez de los resultados.

Perspectivas

La determinación de las tasas de integración, como potencial marcador molecular de progresión, es un tema de alta importancia médica en el orbe y particularmente en Colombia si se tiene en cuenta que el cáncer de cérvix es la principal causa de mortalidad por cáncer. Aunque han sido implementadas diferentes técnicas para la detección de las formas físicas de VPH, son evidentes las múltiples limitaciones metodológicas que en muchos casos ponen en duda la veracidad de varios estudios; a la fecha, las investigaciones asumen que la ruptura viral ocurre con frecuencia en E2 y aún más, limitan el análisis a un pequeño segmento del gen. Es claro que aún falta investigación encaminada a validar las metodologías empleadas en la detección de las formas físicas de VPH, así como estudios que evalúen el grado de concordancia entre éstas. No obstante a futuro, la validación de las tasas de integración como marcador molecular de progresión contribuirá de manera directa y efectiva en la toma de decisiones para el manejo y seguimiento de pacientes con lesiones intraepiteliales, disminuyendo de esta manera el riesgo de CCU.
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