il UL N S

<A

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Efecto de las proteinas E1 y E2 de VPH18 en la modulacién de estrés oxidante

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestra en Ciencias

PRESENTA:
QFB Maria Cecilia Gonzalez Garcia
TUTOR PRINCIPAL

Dra. Marcela Lizano Soberon
Instituto Nacional de Cancerologia

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

Dra. Maria Elena Ibarra Rubio
Facultad de Quimica UNAM

Dra. Claudia Maria Garcia Cuéllar
Instituto Nacional de Cancerologia

Ciudad de México. Diciembre, 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos academicos

A mi alma mater la Universidad Nacional Auténoma de México, al Programa de Maestria y Doctorado
en Ciencias Bioguimicas y en especial a la Facultad de Quimica por brindarme la oportunidad y medios
para mi formacién y crecimiento tanto personal como profesional.

A los profesores e investigadores que marcaron cada etapa de mi camino.

Al laboratorio de Epidemiologia y Biologia molecular de Virus Oncogénicos, del Instituto Nacional de
Cancerologia donde se realizd este trabajo.

A mi tutora la Dra. Marcela Lizano Soberén por la confianza depositada en mi y por brindarme la
oportunidad de realizar este proyecto que se logré gracias a su apoyo y ensefianzas.

A los miembros de mi Comité tutoral: la Dra. Maria Elena Ibarra Rubio y la Dra Claudia Maria Garcia
Cuéllar, por sus aportaciones para que este proyecto tomara su curso.

A 'los miembros de mi Jurado de Examen: la Dra. Leticia Rocha Zavaleta, el Dr. José Pedraza Chaverri, el
Dr. Vicente Madrid y el Dr. Jaime Berumen, por sus revisiones y comentarios que enriguecieron y
dieron forma a esta tesis.

A mi maestro el Dr. Joaquin Manzo Merino por sus valiosas aportaciones, por orientarme y ensefiarme
todo lo requerido para la realizacién de este proyecto de principio a fin.

Al CONACYT por otorgarme la beca de formacién de posgrado de excelencia, inscrita bajo el numero
589812.

Al Programa de Apoyo a los Estudios de Posgrado (PAEP) por el apoyo otorgado para asistir al LVIII
ICGEB DNA TUMOUR VIRUS MEETING 2015, llevado a cabo en Trieste, Italia para la presentacion del
trabajo escrito: HPV- E2 DECREASED SOD LEVELS IN HEK293 CELL LINE WHEN WAS COTRANSFECTED
WITH HPV-E1.

Al PAPIIT-UNAM (IN206214) y al CONACyYT México (CB-166808) por el financiamiento de este proyecto.



Agradecimientos personales

A mimadre Ma. Gloria, gracias corazdn por tu incansable esfuerzo, por tu ejemplo de responsabilidad
y perseverancia, por mostrarme que, si trabajo lo suficiente, los suefios se vuelven realidad.
Agradezco tu amor, tu apoyo incondicional, tu entrega y tu compromiso, igracias mama por ser mi
fuente de inspiracion y superacion! Y, sobre todo, gracias por creer en mi.

Gracias Papa porque has sido mi ejemplo, porque sembraste en mi esas ganas de seguir aprendiendo
en todo momento, porque guiaste mis pasos a través del conocimiento y me mostraste un camino
gue, aunque ha sido dificil, me ha llenado de satisfaccion el recorrerlo.

Gracias hermana por ser un gran apoyo, porque tu amor me permitié levantarme de los momentos
menos afortunados y de gran crecimiento, gracias por tus cuidados y atenciones, por tus palabras de
aliento.

Gracias Joak por confiar en mi, por ser mi tutor, mi amigo, mi guia. Gracias por llevarme de la mano a
dar los primeros pasos en esta travesia llamada ciencia, por mostrarme y llevarme a nuevos
horizontes, por siempre exigir lo mejor de miy por dar lo mejor de ti. Cada ensefianza, cada palabra
de aliento, incluso cada reprendo, todos esos aprendizajes los llevo no sélo en mi mente, sino en mi
corazon, porque no solo me mostraste a trabajar en excelencia, sino también a amar lo que hacemos
iGrazie mille!

Agradezco a mis compaieros de laboratorio que mas que eso, considero mis amigos, con los que
comparti tantos dias de trabajo tan divertidos y enriquecedores, gracias por hacer de mi estancia en
el laboratorio una de las mejores aventuras y retos de mi vida, gracias por ensefiarme tanto. Alfred,
te agradezco las incontables anécdotas que vivimos, el ser mi compafiero en este proyecto, el
compartir tanto, gracias por tan buenas platicas y fructiferas discusiones, por tan gratos momentos.
Gracias Omar, porque de ti me llevo la pasién que pones en el quehacer de la ciencia. Gracias Leslie
porque tu calidad y calidez humana me mostraron que ademas del trabajo duro este camino se hizo
para disfrutarlo. Gracias Cesar por tu apoyo, tu compafiia y por nuestras platicas de horas y horas.
Gracias Leito por ser mi amigo, porque incluso los dias de trabajo incansable se me hacian pasajeros,
gracias por tu compromiso que es contagioso y por apoyarme tanto. Gracias Elenaé, Fredy, Ime y
Adelita por apoyarme y por recibirme en su laboratorio.



Dedicatoria

A mi madre, mi ser de luz,
con amor y admiracidn.

...A hombros de gigantes.



indice

Contenido

ADreviaturas ...vecevvvecrvinnens

R B S UM BN tiiiiiiiiiiiieenenanaseanaasassssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnnsnnnnnnnnnnnre

1. Marco tedriCo .....eceennn..

1.1. Cancer cervicouterino

1.2. Etiologia del cAncer CerviCOUtering  .....c.verrerrrrrararerrrrrarenenensn.
1.3. Virus del papiloma humano .....cciceiviiiiierir v s ra s e rarenaeaes
1.4. Organizacion del genoma Viral ......ccceeiiiiiiiiiirr e

1.5. Proteina E1 ...........
1.6. Proteina E2 ...........
1.7. Cicloviral ....evvvunenns

1.8. CarcinOgEéNESIS CEMVICAl ..iiiiiiiiiriiriiiiieiararier s era s eae e s ranenenas
1.9. El estrés oxidante como factor para la carcinogénesis .......c.coeeevuen

1.10. Estrés oxidante

1.11. Especies reactivas de OXigeN0 ....cvccviviiiriiieriiicreri e,
1.12. Fuentes de especies reactivas de 0Xigeno ......c.ccevevvivraennne.

1.13. Dafio generado

por el estrés oxidante .......ccccvevevicririrariernene,

1.14. SiStEMA ANLIOXIHANTE  ..oeeieeee et eens

HipOtesis ......cccccveeennee.
Objetivo ..o,
5.1. Objetivo general ......
5.2. Objetivos particulares
6. Materiales y Métodos ...
6.1. Disefio experimental

arwDN

6.2. Plasmidos ................

6.3. Transformacion .......

Antecedentes ................
Justificacion .......co.........

6.3.1. Bacterias COMPELENTES  ........oueiiiiieiiiiiiiiiie e

6.3.2. Transformacioén

6.3.3. Aislamiento y purificacion de DNA de plasmidos ...........cccccee.n.

6.4. Lineas celulares ......

6.5. Transfeccion ............
6.6. Western Blot ............

6.6.1. EXtraccCion de proteiNas .......cccccccoeiereeeeiiiiiiieieee e erireeee e
6.6.2. Determinacion de la concentracion de proteinas ...........ccccoo.....
6.6.3. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE) ..............
6.6.4. Transferencia
Contenido



6.6.5. Bloqueo de membrana .........cccccooiiii
6.6.6. Incubacion con antiCUBIPOS  ......ccovcueeiieiiiiiiiee e
6.6.7. Reconocimiento de antiCUEIPOS ......ccevevvieviiiiieiiieeiieeeeeeeeeee e,
6.7. INMUNOfIUOIESCENCIA  ...ooe i
6.8. Deteccidn de especies reactivas de oXigeno .........cccccceveveeeeeenne...
6.9. ANAlISIS €StATIStICO  ...evviiieiiiiiiiiiiiee e
7. RESUITATOS oo e
7.1. E1y E2 de VPH18 se expresan en las lineas celulares HEK-293 y U-2
L@ TP PPPPRR
7.2. E1 y E2 de VPH18 modulan niveles de enzimas antioxidantes ...........
7.3. Las proteinas de expresion temprana E1 y E2 de VPH18 incrementan
los niveles de especies reactivas de 0Xigeno .........ccccceevvieeeriiiiieeeennne
7.4. E1y E2 de VPH18 inducen dafio a DNA medido por fosforilacion de
H 2 A K e
8. DISCUSION  eiiiiiiiiie e ittt s et e e e e s e s s e e e e e e e e n st beaeeeeeseaanns
9. CONCIUSIONES oo e e s eeaes
9.1. ConCluSIONES PArTICUIAIES  .....oiiiiiiiiiiiiiiieiee e
LS I 0o 1 o] [0 £ To) g o [T 0 1T - |
10. PEISPECTIVAS  .iiiieiiiiieii ettt ettt e e s e e e e e e e e
11. Referencias bibliografiCas ........ccccoiiiiiiiii e
N 1o 1 TP P PP PPURP
12.1. Anexo 1: Soluciones y medios de CUltiVO  ..........ccoccvviiiieniennnnnnns

30
31
31
31
32
33
34

34
37

39

40
42
49
49
49
50
51
57
57



Efecto de las proteinas E1 y E2 del
Virus del Papiloma Humano tipo 18
en la modulacidon de estrés oxidante



Abreviaturas

VPH Virus del papiloma humano (HPV, Human papilomavirus).
DNA Acido desoxirribonucleico.

RNA Acido ribonucleico.

dsDNA DNA de doble cadena (del inglés double strain DNA).

VPH-AR Virus del papiloma humano de alto riesgo.

VPH-BR Virus del papiloma humano de bajo riesgo.

DBD Dominio de unién a DNA.

TAD Dominio de transactivacion.

IARC Agencia Internacional para la investigacion en cancer (del inglés International

Agency for Research in Cancer).

cGMP Guanosinamonofosfato ciclico.

SIL Lesiones intraepiteliales escamosas (del inglés squamous intraepithelial
lesion).

ATP Adenosintrifosfato.

ROS Especies reactivas de oxigeno (del inglés Reactive oxygen species).

CAT Catalasa.

SOD Superodxido dismutasa.

GPX Glutatiéon peroxidasa.

GSH Glutation reducido.

GSSG Glutation oxidado.

GRX Glutatién reductasa.

NOXs Dinucléotido de nicotinamida y adenina fosfato oxidasas (del inglés
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidases).

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

RIPA Amortiguador de radioinmunoprecipitacion.

Cbp Cuanto baste para.

PBS Solucién salina amortiguador de fosfatos.

HA Hemaglutinina.

mitDNA DNA mitocondrial.




RESUMEN

La infeccidn persistente por los tipos de alto riesgo del Virus del Papiloma Humano (VPH)
est& asociada al desarrollo de cancer cervicouterino (CaCu), cancer de vulva, vagina, pene,
ano y algunos tipos de cancer de cabeza y cuello. En la busqueda de los mecanismos que le
brindan al virus esta capacidad oncogénica, se ha encontrado que la actividad de las
oncoproteinas E6 y E7 es esencial para el proceso de transformacién maligna y que la
integracién del genoma viral al genoma celular, un evento que promueve la sobreexpresion
de E6 y E7, puede ser un evento detonante de la carcinogénesis inducida por VPH. Sin
embargo, sélo un pequefio porcentaje de las infecciones por VPH progresan a cancer,
resaltando el hecho de que, ademas del virus, se requieren factores genéticos y/o
ambientales para el desarrollo de una neoplasia. Estos factores ain no se han elucidado por
completo, pero diversos estudios sugieren que el estrés oxidante podria jugar un papel
importante en el desarrollo de los diversos tipos de cancer inducidos por el VPH. Se ha
encontrado que hay un aumento en los niveles de estrés oxidante aunado a una disminucién
en los niveles de compuestos antioxidantes en muestras de pacientes con CaCu y en lineas
celulares derivadas de éste cancer, contrario a lo observado en muestras de sujetos sanos.
A pesar de estos datos, la contribucion del estrés oxidante al desarrollo del cancer
cervicouterino se ha sido poco explorado y alin no se conoce en su totalidad el papel que las
proteinas virales pudieran ejercer en este proceso. Por dichos motivos decidimos evaluar si
las proteinas E1 y E2 del VPH tipol18 (VPH18), que se expresan tempranamente durante la

infeccion, son capaces de modular el estado redox celular.

En este trabajo encontramos que las proteinas E1 y E2 del VPH18 inducen una disminucién
estadisticamente significativa de la enzima antioxidante superéxido dismutasa 2 y que esto
se refleja en un incremento de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células
transfectadas que expresan individualmente o en conjunto E1 y E2 de VPH18. En contraste,
E1 del VPH11 (uno de los principales tipos de VPH de bajo riesgo carcinogénico) no genero
este efecto. Ademas, encontramos un aumento en la ruptura de la doble cadena de &cido
desoxirribonucleico (DNA) que podria estar asociado al incremento de los niveles del anion
superoéxido, probablemente debido a la inhibicion que ejercen las proteinas virales sobre la
SOD2.

Estos resultados plantean un nuevo escenario por elucidar en el que las proteinas no
oncogénicas E1 y E2 de los virus del papiloma humano de alto riesgo, puedan participar en
el desarrollo del tumor mediante la generacién de alteraciones metabdlicas, dafio oxidante a

moléculas clave, alteracion de vias de sefializacidon o dafio al DNA.



1. MARCO TEORICO

1.1.Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las neoplasias mas frecuentes en el mundo, tan solo
en el 2012 se informaron 528 000 nuevos casos y mas de la mitad de estas pacientes fallecieron,
ocupando asf la cuarta causa en incidencia y mortalidad por cancer en mujeres’. De acuerdo con
la Agencia internacional para la investigacion en cancer (IARC, por sus siglas en inglés), los
paises mas afectados, en los que se presentan cerca del 85% de pacientes, son aquellos con
menor nivel de desarrollo?>. En nuestro pais, el CaCu representa un grave problema de salud
publica puesto que anualmente se reportan 13,960 casos nuevos®, siendo entonces la segunda
causa en incidencia y mortalidad por neoplasias en mujeres?4. Asi mismo, la importancia social
de esta enfermedad se acentla por la temprana edad promedio de muerte, alrededor de los 50

afos, cuando las mujeres frecuentemente aln estan en la crianza de sus familias >,

El desarrollo del CaCu es un proceso gradual que en etapas precancerosas presenta lesiones
caracterizadas por un crecimiento anormal de células epiteliales. Estas lesiones van desde un
grado menor a uno severo’. En la actualidad, existen varios esquemas de tamizaje que buscan
detectar estas lesiones tempranas que preceden al cancer, a los cuales se ha aunado la
administracion de las vacunas profilacticas Cevarix® (Glaxo Smith Kline) dirigida contra el virus
del papiloma humano (VPH) de los tipos 16 y 18 y Gardasil® (Merck & Co) dirigida contra VPH
de los tipos 6, 11, 16 y 18, las cuales previenen infecciones primarias. Estas vacunas junto con
la exploracion citol6gica frecuente se han establecido en algunos paises como parte de su
infraestructura de salud publica. Sin embargo, como se menciond, el CaCu continda teniendo

altas tasas de mortalidad y morbilidad?.

1.2.Etiologia del cancer cervicouterino

En los afios 70 Zur Hausen y colaboradores aportaron evidencias, mediante numerosos estudios
epidemioldgicos y moleculares, que establecieron al VPH como el agente etiologico del cancer
cervicouterino®*'. Mas adelante, otros estudios reconocieron al VPH como el principal factor de
riesgo de desarrollo de otros tumores como lo son el cdncer de vulva, vagina, pene, ano y algunos
de los canceres de cabeza y cuello'?3, Esto permitié definir y reconocer absolutamente al VPH

como un agente carcinégeno®.



De esta manera, ahora se sabe que la infeccion persistente con ciertos tipos del virus del
papiloma humano es el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer cervicouterino y los

otros tipos de cancer asociados?®.

La infeccion por el VPH se transmite principalmente por via sexual a través del contacto directo
entre piel-piel o piel y mucosas!®!’. Se considera una enfermedad de transmisién sexual muy
comun en todo el mundo, dado que la mayoria de las personas sexualmente activas son
infectadas por algln tipo de VPH alguna vez en su vida ®¥1° Entre los factores de riesgo de
infeccion por VPH se encuentran un alto nimero de parejas sexuales, una edad temprana de
inicio de relaciones sexuales, el consumo de tabaco y el uso prolongado de anticonceptivos

orales®20,

A pesar de que numerosos esfuerzos han generado un progreso significativo en los
conocimientos de los mecanismos oncogénicos de este virus, adn existen mecanismos por
descubrir’ que, aunados a la vacunacion y tamizaje, podrian permitir el desarrollo de estrategias
terapéuticas contra el CaCu, de ahi la importancia de la comprension de las bases moleculares

de la carcinogénesis promovida por el VPH.
1.3.Virus del papiloma humano

Los papilomavirus humanos son una familia de virus no envueltos pertenecientes a la familia
Papillomaviridae, de alrededor de 55 nm. Presentan una capside icosaédrica de 72 unidades que
en conjunto rodean al genoma circular de DNA de doble cadena de aproximadamente 8,000
pb?Y22 (figura 1).

Capside

Proteina L2

55 nm
Figura 1. Modelo tridimensional del VPH. Se muestra el material genético (dsDNA)

rodeado de la capside, conformada por 72 unidades conocidas como capsémeros, que a su

vez estan constituidos por las proteinas L1 y L2. Tomado de http://visual-

science.com/projects/human-papillomavirus/3d-model/ Konstantinov, 1., et al*.



http://visual-science.com/projects/human-papillomavirus/3d-model/
http://visual-science.com/projects/human-papillomavirus/3d-model/

A la fecha se han identificado 174 tipos de VPH que infectan al humano?, alrededor de 40 de
ellos infectan epitelios de la regidon anogenital y presentan un tropismo caracteristico por un
tejido mucoso o escamoso (cutaneo)?. Los papilomavirus causan tumores benignos (verrugas o
papilomas) en estos epitelios y, como se menciond, en algunas ocasiones estas proliferaciones

progresan a cancer.

En consecuencia, los papilomavirus que infectan al humano se clasifican en tipos de alto o bajo
riesgo de acuerdo con su potencial oncogénico, esto con base en su presencia en lesiones
cervicales de bajo grado (premalignas), o en lesiones de alto grado y cancer invasor. Los VPH
del tipo 16 (VPH16) y del tipo 18 (VPH18) son los tipos virales mas frecuentemente encontrados
en cancer, se les atribuye el 70% de los casos de CaCu y por lo tanto se consideran como tipos
de alto riesgo (VPH-AR). Mientras que, aquellos tipos de virus que raramente se encuentran en
lesiones cancerosas y que causan verrugas genitales son considerados de bajo riesgo (VPH-

BR)., tales como el 11y el 6 En la tabla 1 se presenta esta clasificacion de los VPH13,

Tabla 1. Clasificacién de los tipos de VPH por su oncogenicidad cervical

Virus de alto riesgo (VPH-AR) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59

Virus probablemente de alto riesgo 26, 53, 66, 68, 73, 82

Virus de bajo riesgo (VPH-BR) 6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81

Tomado de Munoz, et al.*®

1.4.0rganizacion del genoma viral

El genoma del VPH (figura 2) presenta una organizacion que es similar en los distintos tipos virales
y esta comprendida por tres regiones funcionales: la regién de expresion temprana E (del inglés
early) codifica para las proteinas no estructurales E1, E2, E4, E5, E6 y E7; la regién de expresion
tardia L (late idem), que codifica para las proteinas estructurales mayor L1 y menor L2 de la
capside; y unaregién no codificante larga de control LCR (por sus siglas en inglés), que contiene
el origen de replicacion y las secuencias de elementos de regulacion de la expresion del genoma

viral, la cual se encuentra intermedia entre las otras dos regiones?..




L1

L2

URR

Figura 2. Esquema de la organizacion del
genoma circular del VPH. En colores se
muestran los distintos marcos abiertos de
lectura (ORF’s) para los genes de expresion
temprana E6 (guinda), E7 (rosa), E1 (verde),
E2 (azul), E4 (turquesa), E5 (azul claro); y
para los genes de expresion tardia L2
(anaranjado) y L1 (amarillo). También se
muestra la region larga de control LCR o
URR (Upstream regulation region) Tomado

de Munoz, et al.*®

Las proteinas de expresién temprana son necesarias para la replicacion viral, la regulacion de la

transcripcion y la transformacién e inmortalizacién celular, esto Ultimo en el caso de los VPH-AR.

Por otro lado, la region larga de control es una secuencia URR (Upstream regulatory region) que

contiene una gran cantidad de elementos de regulacién que rigen la expresion y replicacion de

los genes virales y carece de marcos abiertos de lectura. La funcién de cada proteina viral se

resume en la tabla 2, sin embargo, este trabajo se centra en el papel de las proteinas E1 y E2

gue se explican a mayor detalle mas adelante.

Tabla 2. Principales funciones de las proteinas del VPH
Proteina | Funcidn en el ciclo viral Actividad
El Replicacion del genoma viral Actividad de unién a DNA, helicasa y
ATPasa

E2 Transcripcion de genes virales Transactivacion/trans-represion,
Replicacion del genoma viral actividad de union a DNA, segregacion
Mantenimiento del genoma viral mitética del DNA viral

E4 Participa en la fase productiva del ciclo viral, | Destruccion de la red de queratina e
se asocia al proceso de liberacidn de particulas | induccién de arresto del ciclo celular en
virales fase G,M

E5 Involucrada en la proliferacién e inhibicidn de | Interviene en varias vias de sefializacién
la apoptosis celular asociadas a factores de

crecimiento.

E6 Reactivacion de los mecanismos celulares de | Interaccién e induccion de la degradacién
replicaciéon, proliferacién, inmortalizacion, | de varias proteinas celulares como p53,
inhibicidn de la apoptosis. Mantenimiento del | EGAP, c-Myc, FADD, Caspasa 8 y proteinas
genoma viral. con dominios PDZ.




E7 Reactivacion de los mecanismos celulares de | Interaccion e inactivacion con varias
replicacién, proliferacidon, inmortalizacién. | proteinas celulares como Rb, HDAC, E26F,

Mantenimiento del genoma viral. p21, p27, CDK/ciclina, ATM, ATR.
L1 Principal proteina de la capside Proteina mayoritaria que conforma los
capsémeros.
L2 Proteina menor de la capside Proteina minoritaria que conforma los

capsémeros, ademas participa en la
introduccion del genoma viral dentro del
nucleo y posteriormente en el
encapsulamiento del mismo en las etapas

tardias de la replicacion viral.
Modificado de Kajitani et al. %*

1.5.Proteina E1

La proteina E1 es la Unica enzima codificada en el VPH por el gen E1 que, a su vez, es el gen
mas grande (~2,000 pb) y conservado entre los papilomavirus, tiene un papel central y esencial

en el ciclo del VPH, especificamente en el inicio y catalizacion de la sintesis del DNA viral.

La proteina E1 presenta de 593 a 681 residuos de aminoacidos con un peso molecular de
alrededor de 72 KDa, dependiendo del tipo viral, esta conformada por tres segmentos funcionales
(figura 3): El segmento amino terminal contiene la region regulatoria para la replicacion, asi como
sefiales que permiten su entrada y salida del nacleo de la célula hospedera, enseguida, en la
region central de la proteina, se encuentra el dominio de unién a DNA o DBD (por sus siglas en
inglés) que reconoce los sitios del inicio de la replicacion. En el otro extremo se encuentra el
dominio carboxilo terminal que posee la actividad enzimatica de helicasa 3">5", y de uniéon e
hidrdlisis de ATP, por lo que también se le conoce como dominio helicasa o HD (por sus siglas

en inglés) %28,

JHN- [JLIEN | DBD 0 ATPase i cooH
< PP < -
- » | >
dominio amino dominio de dominio carboxilo
terminal unién al DNA terminal

Figura 3. Diagrama que muestra los diferentes dominios comunes de la proteina E1. La proteina E1 estd
constituida por tres dominios: En el dominio amino terminal se encuentra la secuencia de localizacién
nuclear que permite el ingreso de E1 en el nlcleo de la célula infectada. El dominio de unién a DNA, DBD,
con una estructura de asa y una de hélice de unién a DNA cargadas positivamente y a un costado se
encuentra el dominio carboxilo terminal que se puede dividir en tres regiones: la region de oligomerizacion,
O, la regidn con actividad enzimatica helicasa y la de unién e hidrélisis de ATP, al final se encuentra una
regién conocida como brace que estabiliza el oligdmero de E1. Tomado de Bergvall, et al.? .




interaccion con la proteina viral E2, pues este complejo de E2-E1 posee una mayor especificidad
por el origen de replicacion, posteriormente E1 forma un homohexamero con mayor capacidad

para desenrollar la doble hélice?.

De este modo, con asistencia de E2, la proteina E1 se une especificamente al sitio de origen de
replicacion en el genoma viral, tras lo cual se induce el ensamblaje de la forma activa de E1 como
helicasa de DNA 3"->5, un complejo enzimatico que esta conformado por un doble hexamero de
E1l con ATP’s intercalados. Varios factores celulares de replicaciébn son secuestrados, ya sea
para su reclutamiento o interaccion, y forman un complejo mayor capaz de iniciar la replicacion.
De este modo con ayuda de E1 y E2 el VPH se vale de la maquinaria de la célula infectada para
la sintesis de su propio genoma?. En la figura 4 se representa un modelo del complejo de

interaccion entre las proteinas E1 y E2.

Figura 4. Estructura del complejo E1-E2 de
VPH 18 que participa en la replicacion del
genoma viral. En este complejo se muestra
la interaccion entre el fragmento carboxilo
terminal de E1 con el dominio de
transactivacién de E2. Este complejo
participa en la replicacion del genoma viral.
En color anaranjado se resalta la arginina
453 de E1 que forma un puente salino
interno con el acido glutdmico 39 de E2
resaltado en color rojo .Tomado de McBride,
etal.®.

Mas alla de la union al DNA y la actividad de helicasa, E1 es capaz de interactuar con muchas
proteinas de la célula hospedera, como los factores para inicio de la replicacién (DNApola, SSBs)
u otros factores celulares como la histona H1, el complejo remodelador de cromatina Ini-1/SNF5,
asi como las chaperonas moleculares HSP40 y HSP70, entre otros?’. La capacidad de estas
multiples interacciones proteina-proteina y proteina-DNA hacen factible que E1 pueda interactuar

con otros elementos de la célula huésped y participar en mecanismos que aun no estan descritos.




1.6.Proteina E2

La proteina E2 es una proteina regulatoria con capacidad de union al DNA y a otras proteinas,
E2 juega un papel esencial para todos los papilomavirus pues participa en muchos procesos

celulares principalmente asociados a la replicacion y transcripcién del DNA viral.

Esta proteina de 300-500 residuos de aminoacidos consiste en dos dominios conservados,
separados por una region intermedia (figura 5): en la region amino terminal se encuentra el
dominio de transactivacion (TAD, por sus siglas en inglés) que consta de alrededor de 200
aminoacidos, este dominio es importante para la regulacién de la transcripcién de los genes
virales, asi como para la replicacion y para la interaccion tanto con E1 (figura 4) como con factores
celulares; a continuacion, en la regiéon carboxilo terminal se encuentra el dominio de unién a DNA
y de dimerizacién (DBD por sus siglas en inglés). Este dominio que tiene de 85 a 100 residuos
de aminoécidos, reconoce y se une a secuencias especificas con el motivo palindromo
ACCGN4CGGT que se localizan principalmente en la URR del genoma viral. Asimismo, a través
de este dominio se forman dimeros estables de E2 en diferentes papilomavirus. Entre estos dos
dominios se encuentra la regién hinge o bisagra codificada por una secuencia variable que
depende del tipo viral. Esta region no participa en las funciones béasicas de replicacion y
transcripcion, se cree que funciona como espaciador entre los dominios DBD y TAD para evitar
el impedimento estérico. Sin embargo participa como auxiliar en la localizacion intracelular, unién

a cromatina y estabilidad de E2°°.
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Figura 5. Esquema que muestra los distintos domininios de la proteina E2. La proteina E2 consta
de tres regiones: La region que une al TAD y DBD es flexible se conoce como hinge, se muestra
en un tono mas claro y punteado porque su longitud es variable y depende del tipo viral. TAD,
dominio de transactivacién, DBD, dominio de union a DNA.

La proteina E2 funciona principalmente reclutando factores celulares hacia el genoma viral a

través de su union a la region regulatoria. Estos factores celulares estan involucrados




principalmente en la transcripcion, replicacién y segregacion mitética, la regulacién de estos
procesos depende del contexto de los sitios de union, asi como de los factores celulares
reclutados®*2. Ademas, E2 se asocia con la cromatina transcripcionalmente activa y como factor
de transcripcion puede regular directamente algunos genes celulares®.

Una de las principales funciones de E2, en términos de su participacion en la carcinogénesis, es
gue actlia como un represor de la transcripcién de las oncoproteinas virales E6 y E7%2, por lo que
su pérdida conlleva a una sobrexpresion de las oncoproteinas, como se mencionard mas
adelante.

El papel de la proteina E2 en el inicio de la transcripcion es ayudar a situar a la proteina E1 en
el origen de replicacién de manera especifica®. Por otro lado, E2 participa en el mantenimiento y
anclaje del genoma viral, ayudando a estabilizarlo en su modo episomal (DNA circular
extracromos6mico que se puede replicar independientemente del DNA cromosémico) y
anclandolo a los cromosomas para su segregacion durante la division de las células hospederas,
asi como en el empaquetamiento para la formacion de viriones®, mediante la interacciéon con
proteinas y cromatina de la célula infectada®. Ademas, E2 induce la activacion de la via de NF-
kB, mientras que la E2 especificamente de VPH-AR induce el aumento de p53, el arresto en la
fase G2/M del ciclo celular y apoptosis®?,

Muller y Demeret3! realizaron una recopilacion de las interacciones conocidas de proteinas
celulares con algunos de los dominios de E2, encontrando un amplio interactoma entre E2 y 57
proteinas celulares. Esto junto con el hecho de que E2 tenga varias funciones adicionales, que
son incluso independientes de la unién al genoma viral, sugiere que E2 podria participar en otros

procesos celulares, algunos de los cuales podrian estar involucrados en la carcinogénesis.

1.7.Ciclo viral

El ciclo viral del VPH depende de la diferenciacion del epitelio escamoso del huésped, por lo que
su blanco de infeccidn son los epitelios estratificados. En la figura 6 se muestra el ciclo viral que
comienza con el ingreso del VPH a las células epiteliales o queratinocitos especificamente en
estado basal y las pequefias lesiones en el tejido dejan expuestas a las células blanco
permitiendo el ingreso del virus. Inicialmente, el VPH se une al heparan sulfato proteoglicano de
la membrana basal, e ingresa a la célula®*, el DNA se libera de la capside y es transportado al
nucleo donde se mantiene de manera episomal. Enseguida el promotor de trascripcion temprano
se activa en las células basales, en este momento el material genético viral se mantiene en un

bajo nimero de copias de 50-100 aproximadamente, mientras que la expresion de las



oncoproteinas E6 y E7 esta siendo reprimida por E2. A medida que los queratinocitos se van
diferenciando, migran de la membrana basal hacia la superficie del epitelio y dejan de dividirse,
en aquel momento el promotor dependiente de diferenciacion se activa conduciendo al
incremento en la expresion de E6 y E7, reactivando la sintesis de DNA celular e inhibiendo la
apoptosis. Como consecuencia se generan miles de copias del genoma viral y se desencadena
la expresion de los genes de la capside L1 y L2 para el ensamblaje de los viriones que son

liberados tras la muerte de las células que alcanzan la superficie, estos viriones estan listos para
infectar nuevas células de la capa basal’?43,
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Figura 6. Ciclo del Virus del Papiloma Humano. El ciclo viral depende de la diferenciacién del tejido
escamoso que se puede dividir en 3 zonas: basal, intermedia y superficial. A medida que los
gueratinocitos se van diferenciando, migran hacia la zona superficial donde, en determinado
momento, mueren y se descaman. Cuando el virus ingresa a las células de la capa basal, a través de
lesiones, E1 y E2 regulan la replicacidon del genoma viral manteniendo un bajo nimero de copias,
posteriormente, conforme las células se van diferenciando, E6 y E7 estimulan el crecimiento y
division celular para continuar la replicacion del genoma viral. Eventualmente, E2 reprime la
expresion de E6 y E7, permitiendo a la célula diferenciarse. En esta etapa, en la zona superficial, L1 y

L2 se expresan y se ensamblan las particulas virales que son liberadas con ayuda de E4. Modificado
de Johansson y Shwartz3®,




1.8.Carcinogénesis cervical

La progresion hacia cancer es un proceso abortivo sin produccion de progenie viral en el que las
células infectadas permanecen en estado proliferativo evadiendo la apoptosis. En esta fase
abortiva se presenta un marcado incremento en la expresién de las proteinas E6 y E7 que impide
la regulacion del ciclo celular bloqueando el efecto de reguladores negativos a través de la

interaccion o degradacion de ellos.

En el proceso de la amplificacion del genoma viral en queratinocitos diferenciados, el VPH altera
los mecanismos de proliferacion y de diferenciacion celular en la que naturalmente la sintesis de
DNA estd inhibida. Estos mecanismos celulares son controlados por varios factores,
principalmente los miembros de la familia Rb. La proteina E7 del VPH se une a estos factores
celulares y los marca para su degradacién, liberando y activando el factor de transcripcion E2F,
de esta manera se inicia la expresion de los genes para la sintesis de DNA (fase S del ciclo
celular). Si bien todas las proteinas E7 de los diferentes papilomavirus se unen a miembros de la
familia Rb, las proteinas E7 de los virus de alto riesgo se unen con mucha mayor afinidad. La
union de E7 a Rb puede conducir a la inhibicién del crecimiento celular y apoptosis de manera
dependiente de p53. Como resultado, las proteinas E6 de los virus de alto riesgo han
evolucionado para marcar a p53 para su degradacion, previniendo la inhibicién del crecimiento
celular. El efecto combinado de las proteinas E6 y E7 de los virus de alto riesgo para mantener
la fase S en las células diferenciadas resulta en la supresion de los puntos de control del ciclo
celular. En células persistentemente infectadas la sobreexpresion de E6 y E7 conduce a la
acumulacién de mutaciones que con otros factores favorecen la progresién hacia cancer.
Ademas, la proteina E5 de alto riesgo coopera con E6 y E7 para promover la hiperproliferaciéon

de las células infectadas, facilitando el proceso de transformacion maligna3.

Este proceso carcinogénico se puede dividir en las siguientes etapas clinicas: infeccién por VPH,
persistencia del virus por un largo periodo, progresion a lesiones precancerosas e invasion. Las
lesiones precursoras al CaCu conocidas como lesiones escamosas intraepiteliales (SIL, por sus
siglas en inglés) se clasifican en grados de acuerdo con su severidad en: lesiones de bajo grado
(LSIL, delinglés low-grade SIL) o lesiones de alto grado (HSIL, del inglés high-grade SIL). Cuando
el cancer es de tipo invasor, las células anormales traspasan la membrana basal e invaden el
tejido circundante, pudiendo eventualmente provocar metastasis?. En la siguiente pagina se

muestra la figura 7 en la que se esquematiza la carcinogénesis generada por el VPH.
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Figura 7. La progresion hacia cancer mediada por la infeccion de VPH. Las células
coloreadas de azul representan células normales, en morado se representan células
infectadas con VPH con su DNA episomal, en rojo se representan células con el DNA viral

integrado. Tomado de Woodman et al.26,

En la mayoria de los casos, el sistema inmune es capaz de resolver la infeccién en un periodo de
6 a 18 meses®, sin embargo, de acuerdo con datos del 2013 de la Organizacién Mundial de la
Salud del 0.3% al 1.2% de las mujeres infectadas con VPH-AR desarrollan cancer invasor’. La
infeccién con VPH de alto riesgo y las funciones de las oncoproteinas E5, E6 y E7 son necesarias,
mas no suficientes, para la progresion hacia cancer. Entonces, ademas de la infecciéon
persistente, existen otros factores que participan en la carcinogénesis, entre ellos, la integracion
del genoma viral al genoma celular se ha postulado como un evento clave en este proceso®.

Al respecto, se ha observado que el genoma del VPH esta presente en forma episomal en
lesiones de bajo grado, mientras que en etapas avanzadas de lesiones pre-malignas y en

carcinoma invasor se encuentra integrado*4243, como se representa arriba en la figura 7 en las

células de color rojo.

Por otro lado, se ha observado que las células que contienen el DNA de VPH16 integrado poseen
una ventaja selectiva de crecimiento, respecto a las células que contienen el DNA episomal. Asi
también, la disrupcion del gen de E2 incrementa la capacidad de inmortalizacién del virus.
Igualmente se ha reportado que la integracion viral conlleva al rompimiento del marco abierto de
lectura de E2, por lo que se pierde la regulaciéon negativa de los oncogenes virales E6 y E7,

evento que resulta en un aumento en la expresion y estabilidad de los transcritos que los
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codifican. Por esto la integracion se considera un evento importante para la progresion hacia el
cancer*,

Hoy en dia, se desconocen en su totalidad las causas que conducen al proceso de integracion
del genoma del virus o cudles son los otros factores genéticos y/o ambientales adicionales a la
infeccion por VPH que se requieren para el desarrollo de cancer, pero se han propuesto eventos

candidatos a nivel del virus, del hospedero y de factores ambientales.

1.9.El estrés oxidante como factor para la carcinogénesis

En la carcinogénesis inducida por el VPH el dafio al DNA o a otras biomoléculas y los agentes
gue lo causan juegan un papel importante en el desarrollo de los distintos tipos de cancer
asociados al VPH. Entre estos factores, el estrés oxidante OS (OS, por sus siglas en inglés) es
un elemento, poco explorado en este tipo de infecciones, que podria interferir con varios estados
del proceso carcinogénico y a través de modificaciones celulares o de eventos moleculares
favorecer el dafio celular y/o la integracion del genoma viral.

El estrés oxidante (OS, del inglés oxidative stress) induce un desbalance redox que se ha
encontrado presente en células cancerosas comparadas con células normales; se considera que
el desbalance redox podria estar relacionado con la estimulacién oncogénica® principalmente de
dos maneras: el estrés oxidante puede causar dafio celular, mientras que en el otro tipo de
desbalance redox hay un incremento de los niveles antioxidantes que puede generar la
resistencia de las células a respuestas de senescencia y apoptosis, conduciendo a la inestabilidad

gendmica y carcinogénesis*® como se esquematiza en la figura 8.

Figura 8. Efectos potenciales de los oxidantes vy
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antioxidantes sobre la carcinogénesis. El incremento en los
niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS) puede
potencialmente generar dafio al DNA y por tanto contribuir
a la inestabilidad gendmica. Esta, a su vez frecuentemente
dispara el incremento de los niveles intracelulares de ROS
que parece ser un efector de la senescencia celular vy
apoptosis. Tanto la senescencia como la apoptosis pueden
limitar las células genéticamente dafadas para evitar
proliferacién y asi limitar la formacién de tumores. Por otro
lado, los antioxidantes pueden funcionar como agonistas o
antagonistas de estas vias, su efecto es benéfico si reducen
los niveles de ROS e impiden el dafio celular, pero pueden
también generar resistencia a la senescencia o apoptosis y
acelerar la formacién del tumor. Tomado de Holmstrom, y
Finkel®,
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Por ejemplo, algunos virus como el de la hepatitis C (HCV), han evolucionado para manipular
este delicado balance entre oxidantes y antioxidantes; el HCV genera un estrés oxidante
sostenido disminuyendo los niveles de antioxidantes y resultando en la oxidacion de
componentes importantes de la célula como proteinas, lipidos, DNA e incluso en la ruptura de la
doble cadena de DNA, estos eventos conducen a la cirrosis y al carcinoma hepatocelular en

adultos debido a un dafio constante en la infeccién por HCV#’.

En este contexto el estrés oxidante podria afectar la historia natural de la infeccion por VPH y ser
un mecanismo que influya en la carcinogénesis*® por lo que resulta importante profundizar en

este tema.

1.10. Estrés oxidante

En estado fisiologico normal existe un balance entre las especies oxidantes y antioxidantes que
mantiene la homeostasis redox en los sistemas vivos. El estrés oxidante se presenta cuando este
equilibrio se rompe y predominan las especies oxidantes*®°, Se sabe que el OS tiene un papel

importante en la patofisiologia de distintas enfermedades, incluido el cancer®.

Los organismos aerobios requieren de oxigeno molecular (O2) como ultimo aceptor de electrones
para la produccion de ATP en la cadena respiratoria, sin embargo, a pesar de ser vital, el oxigeno

puede también generar toxicidad bajo ciertas condiciones a través de moléculas derivadas de él.

Durante el metabolismo, y a partir de otras fuentes, la adiciéon univalente de electrones al O;
genera moléculas parcialmente reducidas conocidas como especies reactivas de oxigeno, ver

figura 9, éstas oxidan varias biomoléculas y pueden generar dafio celular®®,

mitocondria

0; + 4H+ﬁ>4e_ H.0 )

ATP

oxigeno - Radical anion - Anion - Radical e Agua
molecula—S£—»- Superoéxido —f peroxido 78_’ hidroxilo 7—»
02 e 5 . ‘OH . H.0 (2
H 2H+ 2H + H
HO3 H202 HO™

Figura 9. Generacion de especies reactivas de oxigeno por la reduccién univalente de la
molécula de oxigeno (2) y reduccion tetravalente durante la fosforilacién oxidativa en la
mitocondria (1).
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Al igual que el oxigeno, las ROS juegan un papel dual en los organismos, ya que en condiciones
descontroladas pueden oxidar proteinas, lipidos o &cidos nucleicos alterando o inhabilitando su
funcién y, por tanto, pueden conducir a efectos dafiinos e incluso muerte celular. Mientras que en
estado fisiolégico normal las ROS ejercen un efecto benéfico y necesario. Por ejemplo, algunas
ROS son requeridas y producidas por los organismos en condiciones fisiol6gicas para la
sefalizacién celular, tal es el caso del ‘OH, definido mas adelante, que participa induciendo a la
guanilato ciclasa para que forme el segundo mensajero cGMP; otro papel importante de las ROS
es que forman parte de los mecanismos de defensa del sistema inmunitario, el cual requiere la
produccion de H20: , 0;",definidos mas adelante, y acido hipocloroso (HOCI) durante el estallido

respiratorio para eliminar una infeccién*¢-°,

Debido a los multiples y diversos efectos que la toxicidad del oxigeno puede tener sobre la célula,
los organismos aerobios presentan varios mecanismos de defensa antioxidante, como enzimas

y moléculas que capturan las ROS y las mantienen en concentraciones adecuadas®?®3.

La aparicion del estrés oxidante se da cuando la capacidad antioxidante del sistema es
sobrepasada por las ROS. Este desbalance puede generarse por cambios en uno u otro lado del
equilibrio: ya sea por la disminucion en los mecanismos antioxidantes de defensa, o por la

sobreproduccion y/o incorporacion de especies oxidantes del ambiente.

El nivel del dafio oxidante esta determinado por la tasa en la que las especies oxidantes se
generan y son removidas. Asi, pequefias alteraciones en el balance pueden conducir a la
adaptacion del sistema para mantener la homeostasis redox, mientras que alteraciones mayores
pueden conducir a dafios irreparables y muerte celular®. En la figura 10 se resume el concepto

de homeostasis redox, estrés y dafio oxidante.

Especies Reactivas de
Antioxidantes

Reductor Estado redox

Desbalance Homeostasis Desbalance
=) Dcfio Oxidante

Estrés oxidante

Dario oxidante \

Wuete

r

celular

Figura 10. Esquema del proceso de dafio oxidante. Cuando la concentracidon de ROS escapa del estado fisiolégico
normal— por ejemplo, por altos niveles o produccién sostenida del *OH — varias macromoléculas se dafian (estrés
oxidante). El dafo causado por las ERO puede ser revertido y reparado por el reemplazo, reparacién, degradacién o
secuestro de las moléculas dafiadas, manteniendo la homeostasis redox (parte central del esquema). Sin embargo,
cuando el dafio excede la capacidad de respuesta de la célula puede conducir a muerte celular (lado derecho del

esquema).
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1.11. Especies reactivas de oxigeno

El estrés oxidante esta implicado en la patofisiologia de muchas enfermedades porque puede
causar dafio y subsecuente muerte celular, esto se debe a que las ROS oxidan componentes
celulares vitales®® como en el caso del carcinoma hepatocelular. Como se menciond, estas
moléculas se generan por la adicion univalente de electrones al Oz, esto implica que algunas son
radicales libres, mientras que otras se asocian con atomos de hidrégeno o nitrégeno, pero
conservan su alta reactividad al ser nucledfilos. Un radical libre es una molécula que posee uno
0 mas electrones desapareados por lo que es muy reactiva, y un nucledfilo es una especie que
tiene uno o mas pares de electrones libres para reaccionar. Las ROS mas comunes son radicales
del oxigeno, como el hidroxilo ("OH), el anién superéxido (Oz™), el perhidroxilo ((OOH), el peroxilo
(ROQO") y el 6xido nitrico (NO"), y otras que no son radicales libres, como el peréxido de hidrégeno
(H202), el &cido hipocloroso (HOCI), el 0zono(O3) y el peroxinitrito (ONOO-)*°. En la tabla 3 se

enlistan las principales ROS y algunas de sus caracteristicas.

Tabla 3. Especies reactivas de oxigeno

Especie reactiva de Propiedades

oxigeno

El radical anion superéxido se produce por la adicion de un electron al Oz
durante la fuga de electrones de los complejos | y Il de la mitocondria en la
fosforilacion oxidativa. Otra fuente es durante el estallido respiratorio, donde
Oz la NADPH oxidasa produce O2" en los neutrdfilos para la destruccion
bacteriana. O bien mediante la “activaciéon” del oxigeno por radiacion. Este
radical es la principal fuente de otras ROS que se producen por procesos

catalizados por enzimas o metales, por lo que se considera una ROS primaria.

El radical hidroxilo es la ROS mas reactiva, ataca a casi cualquier molécula
de las células, incluyendo, lipidos de la membrana y carbohidratos, pero
debido a su tiempo de vida media de aproximadamente 10-%s reacciona s6lo
en los sitios cercanos a su origen. Se produce por efecto de la radiacion
HO- ionizante y por hidrdlisis de H202 catalizada por metales de transicion (E. g.
Fe2*y Cu*) durante la reaccion de Fenton
M1 + H,02>M" + HO- + HO-

Esta ERO reacciona tanto con las purinas y pirimidinas como con la
desoxirribosa de la molécula de DNA (acido desoxirribonucleico),
produciendo bases nitrogenadas dafiadas o ruptura de la cadena.

CONTINUA EN LA SIGUIENTE PAGINA
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El peréxido de hidréogeno se produce por la dismutacion de Ogze, Los
peroxisomas son una fuente importante de esta ROS que es considerada la
H202 menos reactiva, pero al disponer de un tiempo de vida media més largo, y su
alta capacidad de difusion puede atravesar membranas, generando otras
ROS. Por ejemplo, reacciona con el Fe?* para producir “-OH y ‘OH durante la

reaccion de Fenton.

El 6xido nitrico es un radical libre que se genera en los tejidos por las
sintasas de 6xido nitrico y durante el estallido respiratorio. Este radical es
*ON una molécula de sefializacion que participa en procesos fisiolégicos como
neurotransmision, regulacion de la presién sanguinea, mecanismos de
defensa, mecanismos de relajacién del musculo liso y regulacion del sistema

inmunoldégico.

El peroxinitrito es un potente agente oxidante que puede causar
ONOO fragmentacion del DNA y lipoperoxidacion. Se forma en la siguiente reaccion
*ON + Oz¢ —» ONOO

Referencias®%:°¢
1.12. Fuentes de ROS

Los humanos estamos constantemente expuestos a ROS, que provienen de fuentes tanto
enddgenas como exdgenas. Las fuentes enddgenas incluyen reacciones enziméaticas del estallido
respiratorio en la respuesta inmunoldgica (de la NADPH oxidasa, xantina oxidorreductasa y
mieloperoxidasa), el metabolismo de xenobidticos (citocromo Paso) y la regulacion de la relajacion
del musculo liso (sintasa de éxido nitrico, NOS)*°. Mientras que la radiacién ionizante, radiacion
UV, algunos contaminantes (metales pesados como cobre o hierro), farmacos (doxorrubicina,
paracetamol), ingredientes de la dieta (acidos grasos oxidados) y patdgenos (virus, bacterias,
parasitos) constituyen las fuentes externas. Cabe mencionar que algunas ROS son fuente de
otras, al reaccionar con algunos metales como el hierro y el cobre, en la reaccién de Fenton por
ejemplo para producir HOe, o con algunas biomoléculas como los lipidos, generando una reaccion

en cadena de formacion de radicales libres®”.

La principal fuente enddgena de ROS es la mitocondria, ya que en la fosforilacion oxidativa
durante el transporte de electrones, algunos de ellos se escapan principalmente de los complejos
I y Il mitocondriales formando O;". Se estima que del 1-3% del oxigeno consumido diariamente
causa la generacion del radical anién superéxido y otras ROS en la mitocondria®. En adicién a
esto, la monoaminooxidasa que cataliza el metabolismo de aminas biogénicas es una fuente

importante de H.O- de la mitocondria®®.
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Por otro lado, algunos patégenos, entre ellos algunos virus, estan relacionados con la generacion
de ROS, por ejemplo, se sabe que el estrés oxidante juega un papel en la patogénesis de la
infeccion por VIH y por el virus de la influenza humana. Mientras que en la carcinogénesis
mediada por el virus de la hepatitis C (HCV) y el virus de la hepatitis B (HBV) el estrés oxidante

es un evento clave®1:53:59.60,

Asi, las ROS se pueden formar en los sistemas vivos a través de diversos mecanismos, que se

resumen en la figura 11.

Todas estas fuentes resultan en una presencia constante de ROS, por lo que los organismos
aerobios presentan diversas estrategias no soélo para lidiar con el estrés oxidante, sino que han

incluido algunas ROS en vias de sefializacion y funciones fisiol6gicas®%2,

Peroxisoma
p-oxidccion 25 NAPH
\7) /" oxidasa
- ,.v') -
Radiacién ‘ ; ) Lipooxigenasa
Uuv Ol =, Q5" |
S [ Reacciones 7 Xantina oxidasa
~__  mitocondria [ :
Sy de enzimas

P
../ Ciclooxigenasa

€ Citocromo Pasg
-. Monooxigensa

Estrés de RE—

W

Dieta '\ e N
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S

£, o o ; Humo del cigarro

ionizante 3. 1e8 ‘3 »/'

/

Potégxlenos

Figura 11. Esquema de fuentes de especies reactivas de oxigeno. Existen fuentes
enddgenas que incluyen varias enzimas y procesos metabdlicos. Asi como fuentes
externas como la radiacién UV e ionizante, algunos compuestos presentes en la
dieta, contaminantes, compuestos del humo del cigarro y patégenos, incluidos
algunos virus.
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1.13. Dafio generado por el estrés oxidante

Los efectos que tiene el desbalance entre oxidantes/antioxidantes varian gradualmente en los
sistemas vivos. Si bien, pequefios cambios en el estado redox inducen adaptaciones del sistema
gue mantienen la homeostasis, la produccién de ROS en espacio o tiempo inapropiados, ya sea
por mucho tiempo, en muy altos niveles o de manera inadecuada, conduce inicialmente a cambios
reversibles en la funcion celular. Pero, si el estrés oxidante no se revierte, se genera un dafio
irreversible de la funcion celular o ganancia patoldgica de funcion y posteriormente si el OS
continlia, conlleva a la transformacién maligna, en el caso del cancer, o a la muerte celular®. En
adicion, a través de la perturbacion del balance redox, las ROS inducen la activacion de varios
factores de transcripcion sensibles al estado redox, modificando la expresion de genes, y
modulando la funciéon de las proteinas sensibles al estado redox, por lo cual las ROS participan
en varios procesos agudos o crénico-degenerativos, incluyendo envejecimiento y cancer®.

En altas concentraciones las ROS pueden generar dafio oxidante al alterar estructuras celulares,
acidos nucleicos, lipidos y proteinas®. Los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de
membrana, por ejemplo, son extremadamente susceptibles a la oxidacién por el HO-y el HOO-.,
que generan a su paso radicales peroxilo (ROO-) y pueden propagar la reaccion en cadena hasta
generar 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), que es débilmente mu