VITAE

Actualizacion sobre
la historia del virus
del Papiloma
HUMano en
Venezuela y su
relacion con el
cancer cervical

Jorge Garcia Tamayo1 .

IAnatomopatsélogo Laboratorio de Patologia Molecular NOVAPATH,
Maracaibo, Venezuela. novapath@yahoo.com

Correspondencia: Instituto de Medicina Tropical - Facultad de Medicina -
Universidad Central de Venezuela.

Consignado el 21 de Abril del 2006 a la Revista Vitae Academia Biomeédica
Digital.

PALABRAS CLAVE: vph, papilorma humano, cancer cervical

INTRODUCCION

En octubre del ano 1971, se dio en Maracaibo, Venezuela, el VIII Congreso Latinoamericano de
Patologia. Un ginecalogo (Jorge Nagel) y un patélogo (Elio Casale), ambos venezolanos que
gjercian en Caracas, demostraron en un trabajo libre la presencia de particulas virales en unas
lesiones del cuello uterino que aparecian como manchas rosadas; para ello habian utilizado el
microscopio electronico (ME).

José Trinidad Nufez Montiel era un ginecologo reconocido como colposcopista en Suecia y en
Argentina, donde para la época iba a hablar en los congresos sobre "mosaicos" y "recuadrados”,
unos términos esotéricos para casi todos los ginecologos venezolanos (en esos tiempos ni los



norteamericanos le daban mucha importancia al colposcopio como arma diagnistica). JT Nufez
Montiel si, él era capaz de demostrar -utilizando una pinza que abria todo el canal endocervical y
usando lugol- dinde estaban los focos de displasia en los sitios mas recanditos del cuello uterino.
Cuando Nuhfez Montiel escuchd lo que decian Nagel y Casale en el VIII Congreso de la SLAP,
inmediatamente pensd que podiamos, con la ayuda del colposcopio y de un microscopio
electronico (ME), resolver el problema del origen del cancer cervical.
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Ya habiamos examinado muestras del cérvix, mirado las tricomonas y su efecto sobre el epitelio
cervical, habfamos tomado muestras de casos de tricomoniasis con el ME y estdbamos
pensando en comunicar nuestros hallazgos en unos trabajos que serian publicados unos anos
mas tarde (1, 2, 3, 4). Sabiamos que los virus del Papiloma Humano producian las verrugas en la
piel y los condilomas en las mucosas, los cuales evidentemente eran verdaderos tumores.
Aquellos crecimientos con apariencia de coliflor, los condilomas genitales, eran tumores
ginecoldgicos que se vefian en mujeres de escasos recursos, y el cancer y la pobreza nos parecia
gue iban juntos.

Tan pronto termind el Congreso de la SLAP del afio 1971, nos dimos a la tarea de tomar biopsias y
de buscar hasta detectar las particulas del VPH en el cuello uterino. Vimos los virus en exudados,
en el nucleo de muchas células y destacamos caracteristicas ultraestructurales que no se
conocian ya que las muestras histolégicas tan solo mostraban cambios que eran para aquel
tiempo muchas veces interpretados como areas con sobrecarga glucogunica. Entenderiamos -
con la sencilla tincidn con el reactivo de Schiff- que no era glicdgeno lo que modificaba el epitelio
exocervical. Era dificil convencer a mis colegas patélogos de que los halos coilocoticos en los
cortes histolégicos no eran glucogeno. Cuando NUfAez Montiel les hablaba de los virus,
sencillamente se refan, pues para la época, nadie nos creia. (Ver las atipias coilociticas en la
Figura ).



Fig. 1. Atipias coilocéticas

Dos anos después, en el siguiente IX Congreso Latinoamericano de Patologia (1973) presento en
un par de trabajos libres nuestros resultados. Fue en septiembre en Mérida, en la peninsula
mexicana de Yucatan. Al final de la presentacion de ambos trabajos, el Dr. Javier Arias Stella que
habia estado presente se me acercod para decirme gue seguramente yo no tenia idea de la
importancia de lo que acababa de mostrarles, pero que era algo crucial.

EL TEMA SE RETOMA

Con las vueltas que da la vida, seria en San Sebastion, Pals Vasco, a comienzos de la década de los
noventa del pasado siglo XX, cuando volveriamos a revivir aquellos dias. Don Javier Arias Stella
tuvo la deferencia de comentar este hecho en una hermosa charla sobre nuestra especialidad
dictada en el Pais Vasco, en unos lluviosos dias de noviembre vividos con Saudy en uniéon de tan
buenos amigos, alli en Donostia, frente al mar cantabrico.

Su conferencia fue reproducida en 1993 en la Revista Patologia de la Sociedad Latinoamericana
de Patologia (SLAP), en México (5). La presentacion de los dos trabajos libres del IX Congreso de la
SLAP en Mérida (Yucatan, México, en septiembre de 1973) habia sido publicada en las memorias
del congreso (Suplemento de la Revista Patologia (Mex) mas como es de suponer, su divulgacion
fue muy pobre (6, 7).

La historia formal sobre el VPH vy las publicaciones alrededor de este virus y su relacién con el
cancer, para todos, se iniciarian con los cambios citologicos descritos por Meisels y Fortan (8), por
Puroloa y Savia (9) en 1976 y por el germano ZurHausen unos afos mas tarde (10). Una
publicacion relacionada con nuestros hallazgos, habria de producirse un par de afos después en
1978, en una revista médica venezolana que para aquella época llevaba un buen record de
publicacion ininterrumpida (11).

El trabajo resumid nuestras experiencias durante los afos de trabajo en Maracaibo y quiso ser un
homenaje al increible personaje que habia sido JT NUfiez Montiel. Por ello se iniciaba con este
epigrafe: "Esta investigacion sobre la papilomatosis cérvico-vaginal es el producto de las
inquietudes y el teson de José Trinidad Nufiez Montiel, brillante ginecdlogo zuliano, hoy ya
desaparecido. El sintié muy de cerca el abatimiento y la decepcion al ver como sus colegas
dentro y fuera de la Universidad del Zulia, no valoraron sus esfuerzos para hacer investigacion



sobre el cancer del cuello uterino. Este trabajo es el fruto de sus ideas y espero pueda servir como
homenaje péstumo a su memoria'.

Unos anos mas tarde, con Francisco (Pancho) Rincan Morales -quien nos decia con orgullo
sentirse discipulo de las ideas y de la obra de JT NUfez Montiel-, nos interesamos en el tema de
las lesiones vulvares provocadas por el VPH y volvimos a hacerles, durante los anos vividos en la
Universidad Central de Venezuela, estudios con el ME de transmision e hicimos ME de barrido y
de esas observaciones surgieron varias publicaciones (12, 13, 14). Ver ultraestructura de barrido y
de transmision del VPH en las Figuras 2y 3.

Figuras 2 y 3. Cervix: ME de Barrido. VPH con ME de transmision.

El carcinoma cervical seguia punteando nuestras estadisticas de mortalidad por céancer v,
entretanto, el ejercicio ilegal de la Medicina por mucha gente que lefla muchas muestras
citolégicas sin supervision de patdlogos, nos Illevaron a multiples discusiones y controversias con
el MSAS y con los citotecnélogos. Nuestra posicion como gremio fue respaldada varias veces por
la Federacion Médica Venezolana. Lejos de mejorar el despistaje citoldgico, las desavenencias
recrudecieron en la medida que comencé a publicar por escrito mis reflexiones. Algunas en la
prensa de Caracas y de Maracaibo y quizas especialmente por las verdades que decia un libro
titulado "Reflexiones de un Anatomopatdlogo” (15), una publicacion auspiciada por la Directiva
de la Sociedad Venezolana de Anatomia Patolégica en el afo 1991

En "Mas reflexiones sobre la Patologia y el Pais" -1998- (16), se incluian articulos de prensa sobre el
tema en cuestion, publicados en EIl Nacional, Panorama, El Diario de Caracas, etc. En ellos se iba
repitiendo la historia de aquello a lo que acostumbraba a denominar Pancho '"la cifra
ignominiosae. Nuestra cruel estadistica que muestra como con el tiempo, luego de mas de 50
afos de hacer despistaje de cancer por citologia, lejos de haber mejorado, ahora la curva del
carcinoma cervical en Venezuela va en ascenso. Esto nos ha parecido siempre una muestra de
subdesarrollo o quizds de la entropia tropical, ese desorden e irresponsabilidad que ha
caracterizado desde siempre a quienes en posiciones de mando deberian haber adoptado -con
seriedad y organizacion- medidas para que el cancer del cuello uterino estuviese
desapareciendo de nuestra tierra.

Con el argumento de "la idiosincrasia", o mas bien por nuestra particular manera de ver la cosas
superficialmente, sin ir al meollo del asunto, el tiempo ha transcurrido, sigue pasando y lejos de
mejorar las condiciones de las pacientes -que son la mayoria del pueblo que no tiene recursos-
se deteriora cada dia mas.



Los politicos usualmente se ocupan de llenarse los bolsillos 0 hablan mucho y hacen muy poco y
pPOr eso es que pareciera mas sensato pensar que paraddjicamente, el culpable de todo puede
gue sea "el excremento negro del diablo", como denominara Pérez Alfonso al petréleo que ha
hecho tan rica esta nacién y tan pobres a sus ciudadanos. No obstante, se pueden buscar
estadisticas, siempre muy atrasadas y cada vez mas maquilladas, sobre las cifras del cancer
cervical, sin poder ocultar que no existe un Registro Nacional de Cancer confiable. (Ver en la
Figura 4 marcada con el anticuerpo Kic7, la proliferacion nuclear en una lesion NIC2).

Fig. 4. NIC 2 con proliferacion nuclear ( Ki 67)

La mayoria de los carcinomas del cuello uterino se inician como alteraciones intraepiteliales, por
lo que frecuentemente existen lesiones sincronicas y metacronicas en el epitelio cervical
displasico y neoplasico, que son provocadas por la expansion clonal de células epiteliales
transformadas. Ahora se sabe que en la transformacién de las calulas del cancer cervical siempre
han mediado eventos genéticos previos y se conoce que ellos estan asociados a la presencia del
VPH en la gunesis de esta neoplasia, lo cual ha sido seflalado desde hace muchos anosy es en la
actualidad parte consustancial del proceso de carcinogunesis.

Con el correr de los afos, se han descrito mas de 200 tipos de VPH y estos han sido clasificados
en 16 grupos (17). Los VPH de tipo genital se clasifican de acuerdo con el potencial para provocar
cambios malignos en el epitelio cervical en 3 tipos. 1- De alto riesgo: (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73y 82), 2- de riesgo intermedio: (26, 53 y 66) y 3- de bajo riesgo: (6, 11, 40, 42, 43, 44,
54,61,70,72,81y CP6108) (18).

Entre los virus de alto riesgo, los mas conocidos son los 16 y 18 que se observan en un 50% y 20%
de los casos de carcinoma epidermoide respectivamente (19). No obstante, tan solo una minoria
de los casos infectados con los VPH de alto riesgo se transformara en cancer. En las figuras 5y 6
se observa la histopatologia de una lesion cervical NIC3 vy la presencia de VPH detectada por
hibridacion in situ.
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Figuras 5y 6. Histopatologia de NIC 3y presencia de VPH por Hibridacién in situ

DESCRIPCION DEL VPH

El VPH pertenece a la familia Papovaviridae, que esta formada por virus gue tienen una capside
con 72 capsdémeros con el genoma del virus. Los capsdémeros estan compuestos por dos
proteinas estructurales: L1 que forma el 80% de la particula viral y L2 que es la proteina menor de
los capsidos, de 43- 53 kD. El genoma es una molécula de doble cadena de ADN organizada con
8 a 10 marcos de lectura abierta (ORFs) la cual es semejante para todos los VPH. El genoma esta
dividido en tres regiones: la region larga de control (LCR) que no tiene potencial para codificar, la
region de las proteinas tempranas (E1-E8) y la region de las proteinas tardias (L1 y L2). Las
proteinas E1y L2 son necesarias para la replicacion extracromosdmica del virus y existen para
poder completar el ciclo vital del virus.

Una de las caracteristicas del cancer cervical es la pirdida de la expresion de la proteina viral E2.
Se cree gque en las células basales del epitelio neoplasico, esta proteina, E2, pierde su expresion y
esto produce una pequeha cantidad de E2-ORF, el cual como producto de fusion es capaz de
represar la replicacion del ADN y su expresion y por lo tanto mantendria el virus en fase latente
en las calulas basales (20,21).

Las proteinas E1y E2 se van a unir a secuencias especificas del ADN, de tal modo que El es la
proteina iniciadora de la replicacidon, para lo cual las secuencias Unicas de E1 en adenina-timina
van a estar flanqueadas por dos o tres sitios de unidn con la proteina E2, con alta afinidad para
las secuencias de adenina-timina.

E2 regula la trascripcion y, como se dijo, es capaz de reprimir algunos promotores que controla la
expresion de los genes E6 y E7 y de esta manera es un regulador de la proliferacion celular y de la
capacidad de transformacion de las calulas infectadas. La proteina E4 se expresa en estadios
tardios de la infeccidn cuando se estan ensamblando los viriones, en tanto que la proteina E5 en
un Mmarco de lectura abierta esta demorada en las células neoplasicas y ella no es necesaria para
mantener la transformacion maligna de las células huésped.

En la etapa no productiva episomal, las células basales del epitelio llegan a formar hasta 200
copias con gran amplificacion del genoma. Posteriormente, se transcribird el ARNmM y se van a
codificar las proteinas L1 y L2 de la cuUpside, cosa que se produce Unicamente en las capas
superficiales del epitelio, alli se pueden comenzar a ver con el microscopio electrénico las
particulas virales. La infeccion persiste en las células basales porque ellas no sufren cambios, no
hay coilocitosis, no hay lisis celular, no son productivas.



Las proteinas E6 y E7 son, sin duda alguna, las mas importantes en sus propiedades
oncogunicas. Ellas mantendran el ambiente celular para que el genoma viral pueda mantenerse
extracromosémico. Hoy en dia se conoce bien la capacidad de E6 y E7 para inmortalizar vy
transformar las células del cuello uterino.

Los modelos de E6-p53 y de E7-Rb han servido para demostrar como el VPH provoca los cambios
preneopldsicos (22,23). El blanco de E6 es |la proteina supresora de tumores conocida como p53,
pues E6 promueve su degradacion a través de la ubiquitina. De manera que las células que
expresan E6 tienen bajos niveles de p53, lo cual favorece la acumulacion de mutaciones en los
cromosomas.

La mayor parte de las alteraciones cromosémicas en el cancer cervical, se han encontrado en los
brazos de los cromosomas 3p, 4p, 5, 6, 11q vy 17p; éstos cambios conllevan un fendmeno que es
crucial en el proceso de transformacion maligna: la pérdida de la heterocigosis (LOH)( 24 - 27 ).
En los epitelios planoestratificados, los estudios del fendmeno LOH en la carcinogunesis
temprana sefalan que el cromosoma mas frecuentemente implicado es 3p, pero si se desglosan
las alteraciones cromosdmicas en las distintas fases del cancer cervical, podriamos sehalar que
en NIC se ve LOH en 3p, 5p y 5q, 6p vy 69, 11g, 13q y 17p; en el carcinoma invasor se ve LOH en 3p,
bpy 69, 11g, 17p y 18g; en las metéstasis ganglionares se observa LOH en 3p, 6p, 119, 17p, 18q y en el
cromosoma X.

Todos estos eventos se inician con el fendmeno denominado inestabilidad cromosémica, por
ello, es importante sefalar que al menos en la mitad de los casos de NIC de bajo grado, es
posible detectar alteraciones de genes supresores en 6p, las cuales se ponen en evidencia en el
90% de los casos de NIC de alto grado (28). Algunos de estos resultados han sido revisados por
Nnosotros recientemente (29).

Es un hecho comprobado que son las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo las que
mas se relacionan con P53 y con el gen del retinoblastoma (Rb), los cuales llevan a la
hiperproliferacion, inmortalizacion e inestabilidad genética del epitelio cervical e, igualmente,
conducen a la malignizacién asociada a los tipos de VPH de alto riesgo. E6 puede funcionar
como factor de transcripcion celular por la homologia de su estructura con presencia de "dedos
de zinc", dominios éstos que pueden unirse al ADN para activar la transcripcion (30).

El proceso de apoptosis es interferido a través de p53 y de otros mecanismos en los que influye
E6 para evitar la muerte celular programada. Esto se logra a traves del bloqueo del ciclo celular
por el inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina p21y Bax, que es una proteina proapoptdtica
presente en los epitelios indiferenciados y que puede ser degradada por E6 a través de la
ubiquitina. En la Figura 7 se demuestra el inmmunomarcaje en los nlcleos de un cancer cervical,
con hibridacion in situ, utilizando una sonda para virus de alto grado de malignidad.
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Fig. 7. H. in situ. VPH alto grado de malignidad

Ya hemos sehalado que el sitio de replicacion del VPH es el epitelio bien diferenciado y se
considera que tambion influye E6 para evitar el proceso de diferenciacion terminal del epitelio
escamoso. Se ha demostrado que E6 del VPH-16 es capaz de interactuar con proteinas
relacionadas con el calcio dentro del reticulo endoplasmatico. Algunas proteinas citoplasmaticas
gue poseen dominios PDZ se unen al extremo C-terminal de las proteinas de E6 de VPH de alto
riesgo e interaccionan con proteinas que se relacionan con el control de la uniones intercelulares
y con la proliferacion celular, por lo que se presume que influyen en los contactos intercelulares y
en el control de la polaridad y la division celular (31).

En cuanto a E7, su principal papel consiste en inalterar el control del ciclo celular. Esta proteina
es, principalmente, nuclear; su expresion estd asociada al incremento de la sintesis del ADN
celular y de la proliferacion celular. De la interaccion de E7 con las proteinas de la familia Rb se
produce la inhibicion del factor de transcripcion E2F, por tanto, E7 forma un complejo con Rb y
su degradacion se promueve a través del sistema de ubiquitinizacion (32). Por otra parte, ademas
de degradar a Rb, otros inhibidores del ciclo celular como p21y p27, son controlados por E7.

Precisamente el efecto de la inactivacidn en los genes del epitelio cervical se ha investigado a
través de la expresion de pl6, una proteina que reacciona con mas énfasis al producirse la
inactivacion de Rb por la proteina E7 del VPH. Hoy en dia se considera que pl16, la Ciclina D1y Ki
67 pueden ser marcadores bioldgicos complementarios que ayudan a examinar la relacion de
VPH con la capacidad de invasion inicial del CC. Al utilizar la inmunohistoquimica y la hibridacion
in situ para VPH, investigamos esta situacion en casos de cancer cervical. De ello, algunos
resultados previos han sido remitidos y presentados en eventos internacionales; en trabajos de
investigacion en curso, ( Blasco Olaetxea, E, Guzman Bistoni C, Molina J, Mindez V, y col. ) al
utilizar anticuerpos, lectinas y la deteccion de grupos sanguineos en las membranas de los
gueratinocitos del cervix, estamos examinando el papel que pueden jugar las glicoproteinas de
membrana y pl6 en el comportamiento biolégico del epitelio cervical. La presencia de pl6 en
una lesion de NIC contrasta con el epitelio cervical normal en la Figura 8.



Fig. 8. Epitelio normal y NIC 2 marcado con p16
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