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DETECCION DE ONCOPROTEINAS E6/E7: UNA ALTERNATIVA
PARA EL TAMIZAJE DE CANCER DE CERVIX

Mayra Massely Coico-Vega'?, Sebastian Iglesias-Osores'?, Franklin Rémulo Aguilar-Gamboa22,

RESUMEN

Los Virus del papiloma humano (VPH), son un grupo de virus que suelen causar verrugas de poca o nula significancia clinica, sin
embargo, un grupo de ellos se transmite por via sexual y pueden causar desde verrugas genitales hasta cancer de cérvix. Las pruebas
de deteccion disponibles en la actualidad no pueden predecir con precision este riesgo. Por lo tanto, existe una importante necesidad
de aplicar una prueba que pueda pronosticar mejor la progresion a estos resultados. La prueba mas empleada en el tamizaje para
deteccion de infeccion por el VPH es el estudio citoldgico por Papanicolaou (PAP) y aunque es una técnica accesible y sencilla esta
sujeta al criterio visual del analista, lo cual afecta su especificidad y sensibilidad. Ante ello, existe una herramienta éptima no solo para
el tamizaje de este virus sino para la deteccién de cancer la cual se basa en la expresion de los ARNm E6/ E7 como un indicador de
las infecciones por VPH que estan progresando hacia cancer. Y aunque estas pruebas moleculares son relativamente costosas, en los
ultimos afios se han superado los obstaculos técnicos y problemas de sensibilidad para el uso de sus proteinas de expresiéon E6 y E7
en su forma nativa y se han generado anticuerpos monoclonales que reconocen estas oncoproteinas; lo cual permite que una técnica
sencilla y accesible como el ELISA las detecte, disminuyendo asi los costos y tiempo de espera e inclusive dandole la posibilidad de
ser propuesta como una prueba de tamizaje.
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DETECTION OF ONCOPROTEINS E6 / E7: AN ALTERNATIVE
FOR THE SCREENING OF CERVIX CANCER

ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV), a group of viruses that can cause minor warts in the clinical history, however, a group of them is trans-
mitted sexually and can cause from genital warts to cancer of the cervix. Currently available screening tests can not predict this risk
accurately. Therefore, there is an important need to apply a test that can better predict the progression to these results. The test most
used in screening for HPV infection is the Papanicolaou cytological study (PAP) and although it is an accessible and simple technique, it
is subject to the analyst's visual criteria, which affects its specificity and sensitivity. In view of this, there is an optimal tool not only for the
screening of this virus but also for the detection of cancer that is based on the expression of the E6 / E7 mRNA as an indicator of HPV
infections that are progressing towards cancer. And although these molecular tests are actually expensive, in recent years the technical
obstacles and sensitivity problems have been overcome for the use of their E6 and E7 expression proteins in their native form and mo-
noclonal antibodies have been generated that recognize these oncoproteins; which allows a simple and accessible technique such as
ELISA to detect them, thus reducing costs and waiting time and even giving it the possibility of being a screening test.
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INTRODUCCION

Los Papilomavirus humanos (VPH) son pequefios virus de
ADN de doble cadena, icosaédricos y sin envoltura, los cuales
dependen del ciclo celular del hospedero para poder replicar-
se. Los tipos 16, 18 y 45 del VPH estan asociados con hasta el
94% de los adenocarcinomas cervicouterinos (-

La mayoria de las infecciones producidas por VPH son transi-
torias y no suelen tener importancia clinica. Sin embargo, las
infecciones persistentes por el VPH se encuentran en 26,9%
de las mujeres infectadas por el virus previamente y represen-
tan un factor de alto riesgo de progresion a cancer de cérvix
(CC) @, Desafortunadamente, las pruebas de deteccion dis-
ponibles en la actualidad no pueden predecir con precision el
riesgo de displasia o cancer. Por lo tanto, existe una importante
necesidad de aplicar una prueba que pueda predecir mejor la
progresién a estos resultados.

La prueba mas empleada en el tamizaje para deteccion de in-
feccion por el VPH es el estudio citolégico por Papanicolaou
(PAP), donde se recogen las células del cuello uterino con un
hisopo, las cuales son impregnadas en laminas, coloreadas y
luego analizadas bajo el microscopio. Sin embargo, esta prue-
ba es subjetiva, se basa en el examen visual y la interpretacién
por el citopatélogo, por lo que esta sujeta a variaciones signifi-
cativas entre analistas, esto ultimo corroborado recientemente
por un estudio norteamericano ©.

En la actualidad algunos paises han incluido en el cribado
de rutina a las pruebas de deteccion de ADN VPH-AR para
aumentar la sensibilidad y el valor predictivo negativo de la
prueba de Papanicolaou. Estas pruebas permiten detectar al-
rededor de 14 tipos de virus catalogados de alto riesgo inclu-
yendo los VPH 16 y 18. Si bien estas pruebas pueden detectar
la presencia de ADN viral, no pueden diferenciar un verdadero
estado pre-canceroso de la infeccion autolimitada por VPH que
caracteriza a la mayoria de estas infecciones. La baja especifi-
cidad de la prueba de ADN del VPH puede ocasionar el exceso
de diagnostico y el manejo ineficaz de la enfermedad. Ademas
de las pruebas de ADN, un numero de proteinas celulares del
huésped, incluyendo p16, Ki67, y ProExC, también han sido
identificados como biomarcadores para el diagndstico de can-
cer de cérvix. Sin embargo, se consideran marcadores indirec-
tos y no es especifico de VPH #)©),

EVOLUCION Y ESTRUCTURA DEL VPH ASOCIADAS CON
LA INFECCION

Se ha demostrado que los Virus del Papiloma tienen una tasa
evolutiva lenta, lo que sugiere que la deriva genética es prin-
cipalmente responsable de la diversidad viral. De hecho, dado
que los Virus del Papiloma infectan a sus huéspedes durante
largos periodos de tiempo, sigue siendo una pregunta abierta
qué tipos adicionales de presion evolutiva se deben experi-
mentar para dar forma al genoma viral.

Las ganancias de las “proteinas adaptativas” impulsan la evo-
lucién del virus del papiloma. Por otro lado se sabe que los
virus del papiloma codifican proteinas tempranas (E1, E2,E4,
E5, E6 y E7) y proteinas tardias L1 y L2, clasificados asi de
acuerdo a su expresion durante el ciclo viral. E1 y E2 son mo-
duladores clave de replicacién y transcripcion, mientras que
las proteinas estructurales L1 y L2 forman la capside viral. La
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mayoria de los virus también codifican proteinas (E5, E6 y E7)
implicadas en la modulacion del crecimiento celular y las res-
puestas inmunes. En los virus asociados al cancer, se ha de-
mostrado que estas proteinas son oncogénicas®®,

VPH infecta preferencialmente el epitelio escamoso diferencia-
do y en los humanos, casi todas las partes de la piel humana
pueden estar infectadas. En las ultimas décadas, se ha recono-
cido la asociacion entre VPH con cancer de cuello uterino, pero
también con un numero creciente de carcinomas de células
escamosas en sitios especificos. Mas del 99% de los canceres
de cuello uterino contienen ADN del VPH, aunque la propor-
cién se asocia con tipos especificos de VPH de alto riesgo®.
asi mismo se ha demostrado que el analisis del ARNm iden-
tifica la presencia y la actividad de VPH de alto riesgo, siendo
la expresion de los ARNm E6/ E7 un indicador no solo de las
infecciones producidas por HPV sino de progresién a cancer®.

E6/ E7 oncoproteinas

Las proteinas E6 y E7 de alto riesgo se expresan tipicamente a
partir de un promotor temprano comun. E6 contribuye a la trans-
formacion, al asociarse con proteinas celulares, acoplandose
a motivos de péptidos denominados “LXXLL” conformados por
aminoacidos especificos encontrados en estas proteinas, don-
de L es leucina y X es cualquier aminoacido. Las oncoproteinas
E6 pueden interactuar con dianas celulares en distintas superfi-
cies celulares, pero la interaccién principal es la observada con
el péptido LXXLL acido alfa helicoidal expresado como parte
de una proteina diana celular(10). La actividad de E6 en los
tipos oncogénicos contienen acciones sobre e independientes
de P53.

La proteina p53 es el producto de otro gen supresor tumoral,
posee como funcién principal la reparacion del ADN dafiado y
la activacion de la apoptosis (muerte celular programada). Por
ello esta proteina es fundamental en la manutencion de la inte-
gridad del genoma y destruccion de las células dafiadas poten-
cialmente tumorigénicas.

Con respecto a su accion sobre P53, E6 media su destruccion
por via proteolitica mediada por ubiquitina. Por otro lado E6 inte-
ractua directamente con quinasas y degrada complejos protei-
cos “PDZ” localizados en la interfase citoesqueleto membrana
que regulan el crecimiento, la polaridad y la adhesién celular®.

La proteina E7 actua sobre el producto del gen supresor tumo-
ral “pRb” y sobre las proteinas asociadas p107 y p130. La pro-
teina pRb es uno de los principales reguladores del ciclo celular,
que funciona uniéndose e inhibiendo la actividad del factor de
transcripcion E2F. E7 se une a pRb y lo inactiva, induciendo a
que la célula entre en la fase S del ciclo celular y active la repli-
cacion del ADN (hecho que es fundamental para la replicacion
del genoma viral del VPH). Las proteinas E7 codificadas por
los virus del papiloma humano alfa asociados al cancer tienen
potentes actividades de transformacion, que junto con E6, son
necesarias pero no suficientes para hacer que su célula epitelial
escamosa receptora sea tumorigénica(11). Generalmente las
proteinas que proceden de los subtipos 16 y 18 tienen una acti-
vidad mucha mas potente de los que no lo son, en estos casos
los oncogenes EG/E7 se reconocen como responsables de la
iniciacién y progresion a tumores invasivos().
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PRUEBAS DE
DETECCION E IDENTIFICACION PARA VPH.

Ante la ausencia de un método satisfactorio de cultivo viral para
VPH, la deteccion de la infeccion por éste virus se confia a
diversas pruebas como colposcopia, tinciones inmunocitoquimi-
cas, microscopia electronica de lesiones verrugosas y métodos
moleculares. Siendo estos ultimos en la actualidad los métodos
de eleccién por su elevada sensibilidad (pruebas de deteccion
del ADN de VPH) y otras por su especificidad (pruebas de de-
teccion de ARNm E6/E7).

Para seleccionar la prueba deteccion adecuada de VPH, se de-
ben considerar los resultados de ensayos clinicos, la validacion
clinica de la prueba y otros aspectos operacionales y de logisti-
ca. En los programas de tamizaje de cancer de cuello uterino, la
deteccion de PVH puede realizarse mediante pruebas directas
que permiten la identificacion del genoma de VPH de alto ries-
go, de amplificacion de un fragmento de ADN viral, con o sin
genotipificacion, mediante la deteccion de ARNm. En el caso
de la deteccion directa de ADN, éste se detecta de algunos de
los 13 tipos de VPH que son considerados carcinogénicos sin
realizar amplificacion previa del ADN. Las segundas amplifican
un fragmento del ADN viral mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para obtener millones de copias del mismo
tanto de manera convencional como en tiempo real. Las prue-
bas de genotipificacion permiten identificar los tipos virales de
manera especifica( usualmente el VPH 16 Y 18) y las ARNm
identifican la expresion de los genes de las oncoproteinas E6 Y
E7 del VPH(13).

Como los niveles de ADN del VPH pueden disminuir a medida
que la infeccién progresa a cancer, algunas pruebas de ADN del
VPH pueden dar falsos negativos en mas del 10% de los casos
mas graves de enfermedad cervicouterina(9).Asi mismo, el pro-
ceso carcinogénico es regulado por las oncoproteinas E6y E7
del VPHy, por lo tanto, la expresion excesiva de estos genes es
un marcador de riesgo para cancer de cuello uterino. En tanto
se ha postulado que la deteccion de la expresion de oncogenes
E6/ E7 podria ser mas especifica y predecir mejor el riesgo de
cancer que la prueba ADN-VPH. Existen al menos dos métodos
que usan la deteccion del ARN, la prueba APTIMA de ARNm
E6/E7( Gen-Probe), que detecta 13 tipos de VPH-AR y el VPH
66, y la prueba y PreTect HPV- Proofer (NorChip), que detecta
el ARN de los tipos de HPV 16, 18,31,33 y 45(13).

Test de ELISA para deteccion de proteinas E6 Y E7 de HPV

La aprobacion por la FDA de la prueba “APTIMA HPV E6 / E7
ARN” representd un hecho importante para la aplicacién de las
oncoproteinas virales E6 / E7 como biomarcadores especificos
para la deteccién del cancer de cuello uterino. Esta técnica de-
tecta ARNm, y a diferencia de las demas pruebas que solo brin-
dan informacién sobre infeccion y el tipo de virus, su principal
beneficio es brindar mayor valor predictivo hacia la carcinoge-
nicidad viral, y ha demostrado tener mayor especificidad que
la prueba basada en la deteccion de ADN(14). Sin embargo,
el ARN es propenso a la degradacion, y su deteccion requiere
materiales e insumos de elevado costo y procedimientos com-
plejos debido a ello su aplicacion clinica en la practica ginecolo-
gica de rutina es limitada.
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En los ultimos afios se han superado los obstaculos técnicos
y problemas de sensibilidad purificando las proteinas E6 y E7
de VPH recombinante en su forma nativa y se han generado
anticuerpos monoclonales que reconocen estas oncoproteinas
de muchos tipos de VPH-AR(4); esto permite que una técnica
sencilla y accesible como el ELISA detecte estas proteinas que
en un principio solo podian serlo por ensayos moleculares, dis-
minuyendo asi los costos y tiempo de espera e inclusive podria
ser propuesta como una prueba de tamizaje.

Es importante remarcar que bajo el paradigma actual de Diag-
néstico y deteccion de CC aplicado en muchos paises de Lati-
noameérica, incluyendo al Peru, se detectan una gran poblacién
de mujeres que tienen Papanicolaou y / o VPH positivos pero
que no tienen la enfermedad clinicamente significativa. Para
identificar asertivamente a las mujeres que requeriran extirpa-
cion u otro tratamiento quirurgico, los médicos normalmente se
basan en pruebas repetidas y / o biopsia dirigida por colposco-
pia e histologia. Estos no sélo son procedimientos invasivos
y costosos, sino que también dependen de una interpretacion
subjetiva y pueden no detectar algunos canceres debidos a
errores de muestreo u otros factores. La necesidad de repeticio-
nes en las pruebas de apoyo al diagnéstico sumado al problema
de celeridad que agobia a nuestro sistema de salud, resulta en
una carga tanto para los pacientes como para el sistema salud.
La investigacion en el desarrollo de test de Elisa para detec-
cion de E6 y E7 en hisopados cervicales representa una nueva
alternativa, que aunque no esta disponible en muchos paises,
se presenta con buenas expectativas para la detecciéon de
expresion oncogénica de VPH lo cual mejora grandemente la
especificidad en la deteccion de CC. Esta se presenta como
una alternativa simple y rentable para ejecutar que permite una
mejor evaluacion del riesgo lo cual puede ser clinicamente
relevante, y contribuir en reducir la ansiedad del paciente y el
tiempo perdido, la repeticion innecesaria de pruebas, el uso de
invasiva colposcopia / biopsia, y reducir los costos relacionados
en el sistema de salud.

COMCLUSION

Por lo expuesto, recomendamos investigar otras alternativas
para el tamizaje de cancer de cérvix, debido a que las técnicas
disponibles en la actualidad se caracterizan por ser invasivas
relativamente costosas, y de interpretacion subjetiva como en
el caso del PAP. El desarrollo de lineas de investigacion orien-
tadas al disefio y perfeccion de Test de ELISA para la detec-
cion de proteinas E6 y E7, tendria como ventaja identificar la
presencia y la actividad de una infeccién por el HPV de alto
riesgo; Mientras que la expresion de los ARNm E6/ E7 se utili-
zaria como un indicador de las infecciones por el VPH que son
mas probables en causar enfermedad. Y augnue la prueba que
deteccion de ARNm, ha demostrado la misma excelente sen-
sibilidad que tienen las pruebas de ADN, minimizando asi los
falsos negativos. El disefio de kits diagnosticos para deteccion
por ELISA no solo ofrece un mayor nivel de deteccion para un
mejor tratamiento de los pacientes positivos para el HPV sino la
posibilidad de tener una prueba de tamizaje que no detecte el
virus sino la presencia de oncogenes y mejore la interpretacion
ante un caso sospechoso de cc.
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