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Virus del Papiloma Humano tipo 18 
en la modulación de estrés oxidante 

  



 

i 

Abreviaturas 
VPH  Virus del papiloma humano (HPV, Human papilomavirus). 

DNA  Ácido desoxirribonucleico. 

RNA  Ácido 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 unión a DNA. 

TAD  Dominio de transactivación. 

IARC             Agencia Internacional para la investigación en cáncer (del inglés International 

                     Agency for Research in Cancer). 

cGMP  Guanosinamonofosfato cíclico. 

SIL  Lesiones intraepiteliales escamosas (del inglés squamous intraepithelial 

lesion). 

ATP Adenosintrifosfato. 

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

CAT Catalasa. 

SOD Superóxido dismutasa. 

GPX Glutatión peroxidasa. 

GSH Glutatión reducido. 

GSSG Glutatión oxidado. 

GRX                Glutatión 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 radioinmunoprecipitación. 

Cbp Cuanto baste para. 

PBS Solución salina amortiguador de fosfatos. 

HA Hemaglutinina. 

mitDNA DNA mitocondrial.  
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RESUMEN 
La infección persistente por los tipos de alto riesgo del Virus del Papiloma Humano (VPH) 

está asociada al desarrollo de cáncer cervicouterino (CaCu), cáncer de vulva, vagina, pene, 

ano y algunos tipos de cáncer de cabeza y cuello. En la búsqueda de los mecanismos que le 

brindan al virus esta capacidad oncogénica, se ha encontrado que la actividad de las 

oncoproteínas E6 y E7 es esencial para el proceso de transformación maligna y que la 

integración del genoma viral al genoma celular, un evento que promueve la sobreexpresión 

de E6 y E7, puede ser un evento detonante de la carcinogénesis inducida por VPH. Sin 

embargo, sólo un pequeño porcentaje de las infecciones por VPH progresan a cáncer, 

resaltando el hecho de que, además del virus, se requieren factores genéticos y/o 

ambientales para el desarrollo de una neoplasia. Estos factores aún no se han elucidado por 

completo, pero diversos estudios sugieren que el estrés oxidante podría jugar un papel 

importante en el desarrollo de los diversos tipos de cáncer inducidos por el VPH. Se ha 

encontrado que hay un aumento en los niveles de estrés oxidante aunado a una disminución 

en los niveles de compuestos antioxidantes en muestras de pacientes con CaCu y en líneas 

celulares derivadas de éste cáncer, contrario a lo observado en muestras de sujetos sanos. 

A pesar de estos datos, la contribución del estrés oxidante al desarrollo del cáncer 

cervicouterino se ha sido poco explorado y aún no se conoce en su totalidad el papel que las 

proteínas virales pudieran ejercer en este proceso. Por dichos motivos decidimos evaluar si 

las proteínas E1 y E2 del VPH tipo18 (VPH18), que se expresan tempranamente durante la 

infección, son capaces de modular el estado redox celular. 

En este trabajo encontramos que las proteínas E1 y E2 del VPH18 inducen una disminución 

estadísticamente significativa de la enzima antioxidante superóxido dismutasa 2 y que esto 

se refleja en un incremento de los niveles de especies reactivas de oxígeno (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 generó 

este efecto. Además, encontramos un aumento en la ruptura de la doble cadena de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) que podría estar asociado al incremento de los niveles del anión 

superóxido, probablemente debido a la inhibición que ejercen las proteínas virales sobre la 

SOD2. 

Estos resultados plantean un nuevo escenario por elucidar en el que las proteínas no 

oncogénicas E1 y E2 de los virus del papiloma humano de alto riesgo, puedan participar en 

el desarrollo del tumor mediante la generación de alteraciones metabólicas, daño oxidante a 

moléculas clave, alteración de vías de señalización o daño al DNA.  
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1. MARCO TEÓRICO 
 

 

1.1. Cáncer cervicouterino 

El cáncer cervicouterino (CaCu) es una de las neoplasias más frecuentes en el mundo, tan solo 

en el 2012 se informaron 528 000 nuevos casos y más de la mitad de estas pacientes fallecieron, 

ocupando así la cuarta causa en incidencia y mortalidad por cáncer en mujeres1. De acuerdo con 

la Agencia internacional para la investigación en cáncer (IARC, por sus siglas en inglés), los 

países más afectados, en los que se presentan cerca del 85% de pacientes, son aquellos con 

menor nivel de desarrollo2. En nuestro país, el CaCu representa un grave problema de salud 

pública puesto que anualmente se reportan 13,960 casos nuevos3, siendo entonces la segunda 

causa en incidencia y mortalidad por neoplasias en mujeres2,4. Así mismo, la importancia social 

de esta enfermedad se acentúa por la temprana edad promedio de muerte, alrededor de los 50 

años, cuando las mujeres frecuentemente aún están en la crianza de sus familias 5,6.  

 

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 severo7. En la actualidad, existen varios esquemas de tamizaje que buscan 

detectar estas lesiones tempranas que preceden al cáncer, a los cuales se ha aunado la 

administración de las vacunas profilácticas 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 exploración citológica frecuente se han establecido en algunos países como parte de su 

infraestructura de salud pública. Sin embargo,  como se mencionó, el CaCu continúa teniendo 

altas tasas de mortalidad y morbilidad8.  

 

1.2. Etiología del cáncer cervicouterino 

En los años 70  Zur Hausen y colaboradores aportaron evidencias, mediante numerosos estudios 

epidemiológicos y moleculares, que establecieron al VPH como el agente etiológico del cáncer 

cervicouterino9–11. Más adelante, otros estudios reconocieron al VPH como el principal factor de 

riesgo de desarrollo de otros tumores como lo son el cáncer de vulva, vagina, pene, ano y algunos 

de los cánceres de cabeza y cuello12,13. Esto permitió definir y reconocer absolutamente al VPH 

como un agente carcinógeno14.  
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De esta manera, ahora se sabe que la infección persistente con ciertos tipos del virus del 

papiloma humano es el principal factor de riesgo para el desarrollo de cáncer cervicouterino y los 

otros tipos de cáncer asociados15.  

 

La infección por el VPH se transmite principalmente por vía sexual a través del contacto directo 

entre piel-piel o piel y mucosas16,17. Se considera una enfermedad de transmisión sexual muy 

común en todo el mundo, dado que la mayoría de las personas sexualmente activas son 

infectadas por algún tipo de VPH alguna vez en su vida 6,18,19. Entre los factores de riesgo de 

infección por VPH se encuentran un alto número de parejas sexuales, una edad temprana de 

inicio de relaciones sexuales, el consumo de tabaco y el uso prolongado de anticonceptivos 

orales6,20. 

 

 A pesar de que numerosos esfuerzos han generado un progreso significativo en los 

conocimientos de los mecanismos oncogénicos de este virus, aún existen mecanismos por 

descubrir7 que, aunados a la vacunación y tamizaje, podrían permitir el desarrollo de estrategias 

terapéuticas contra el CaCu, de ahí la importancia de la comprensión 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 cápside icosaédrica de 72  unidades que 

en conjunto rodean al genoma circular de DNA de doble cadena de aproximadamente 8,000 

pb21,22 (figura 1).  

 

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

rodeado de la cápside, conformada por 72 unidades conocidas como capsómeros, que a su 

vez están constituidos por las proteínas L1 y L2. Tomado de http://visual-

science.com/projects/human-papillomavirus/3d-model/ Konstantinov, I., et al22.   

 

http://visual-science.com/projects/human-papillomavirus/3d-model/
http://visual-science.com/projects/human-papillomavirus/3d-model/
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A la fecha se han identificado 174 tipos de VPH que infectan al humano20, alrededor de 40 de 

ellos  infectan epitelios de la región anogenital  y presentan un tropismo característico por un 

tejido mucoso o escamoso (cutáneo)23. Los papilomavirus causan tumores benignos (verrugas o 

papilomas) en estos epitelios y, como se mencionó, en algunas ocasiones estas proliferaciones 

progresan a cáncer. 

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 cáncer invasor. Los VPH 

del tipo 16 (VPH16) y del tipo 18 (VPH18) son los tipos virales más frecuentemente encontrados 

en cáncer, 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 11 y el 6 En la  tabla 1 se presenta esta clasificación  de los VPH15,13. 

 

Tabla 1. Clasificación 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.19 

 

 

1.4. Organización del genoma viral 

El genoma del VPH (figura 2) presenta una organización que es similar en los distintos tipos virales  

y está comprendida por tres regiones funcionales: la región de expresión temprana E (del inglés 

early) codifica para las proteínas no estructurales E1, E2, E4, E5, E6 y E7; la región de expresión 

tardía L (late ídem), que codifica para las proteínas estructurales mayor L1 y menor L2 de la 

cápside; y  una región no codificante larga de control LCR (por sus siglas en inglés), que contiene 

el origen de replicación y  las secuencias de elementos de regulación de la expresión del genoma 

viral, la cual se encuentra intermedia entre las otras dos regiones21. 
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Las proteínas de expresión temprana son necesarias para la replicación viral, la regulación de la 

transcripción y la transformación e inmortalización celular, esto último en el caso de los VPH-AR. 

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

contiene una gran cantidad de elementos de regulación que rigen la expresión y replicación de 

los genes virales y carece de marcos abiertos de lectura. La función de cada proteína viral se 

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

que se explican a mayor detalle más adelante. 

 

Tabla 2. Principales funciones de las proteínas del VPH 

Proteína Función en el ciclo viral  Actividad 

E1 Replicación del genoma viral Actividad de unión a DNA, helicasa y 

ATPasa 

E2 Transcripción de genes virales  

Replicación del genoma viral 

Mantenimiento del genoma viral 

Transactivación/trans-represión, 

actividad de unión a DNA, segregación 

mitótica del DNA viral 

E4 Participa en la fase productiva del ciclo viral, 

se asocia al proceso de liberación de partículas 

virales 

Destrucción de la red de queratina e 

inducción de arresto del ciclo celular en 

fase G2M 

E5 Involucrada en la proliferación e inhibición de 

la apoptosis 

Interviene en varias vías de señalización 

celular asociadas a factores de 

crecimiento. 

E6 Reactivación de los mecanismos celulares de 

replicación, proliferación, inmortalización, 

inhibición de la apoptosis. Mantenimiento del 

genoma viral. 

Interacción e inducción de la degradación 

de varias proteínas celulares como p53, 

E6AP, c-Myc, FADD, Caspasa 8 y proteínas 

con dominios PDZ. 

Figura 2. Esquema de la organización del 

genoma circular del VPH. En colores se 

muestran los distintos marcos abiertos de 

lectura (ORF´s) para los genes de expresión 

temprana E6 (guinda), E7 (rosa), E1 (verde), 

E2 (azul), E4 (turquesa), E5 (azul claro); y 

para los genes de expresión tardía L2 

(anaranjado) y L1 (amarillo). También se 

muestra la región larga de control LCR o 

URR (Upstream regulation region) Tomado 

de Munoz, et al.19 
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E7 Reactivación de los mecanismos celulares de 

replicación, proliferación, inmortalización. 

Mantenimiento del genoma viral. 

Interacción e inactivación con varias 

proteínas celulares como Rb, HDAC, E26F, 

p21, p27, CDK/ciclina, ATM, ATR. 

L1 Principal proteína de la cápside Proteína mayoritaria que conforma los 

capsómeros. 

L2 Proteína menor de la cápside Proteína minoritaria que conforma los 

capsómeros, además participa en la 

introducción del genoma viral dentro del 

núcleo y posteriormente en el 

encapsulamiento del mismo en las etapas 

tardías de la replicación viral. 

Modificado de Kajitani et al. 24 

 

1.5. Proteína E1 

La proteína E1 es la única enzima codificada en el VPH por el gen E1 que, a su vez, es el gen 

más grande (~2,000 pb) y conservado entre los papilomavirus, tiene un papel central y esencial 

en el ciclo del VPH, específicamente en el inicio y catalización de la síntesis del DNA viral. 

 

La proteína E1 presenta de 593 a 681 residuos  de aminoácidos con un peso molecular de 

alrededor de 72 KDa, dependiendo del tipo viral, está conformada por tres segmentos funcionales 

(figura 3): El segmento amino terminal contiene la región regulatoria para la replicación, así como 

señales que permiten su entrada y salida del núcleo de la célula hospedera, enseguida, en la 

región central de la proteína, se encuentra el dominio de unión a DNA o DBD (por sus siglas en 

inglés) que reconoce los sitios del inicio de la replicación. En el otro extremo se encuentra el 

dominio carboxilo terminal que posee la actividad enzimática de helicasa 3´5´, y de unión e 

hidrólisis de ATP, por lo que también se le conoce como dominio helicasa  o HD (por sus siglas 

en inglés) 25–28. 

 

 

 

 

La unión específica de E1 a su sitio en el origen de replicación (en la LCR) depende de su 

Figura 3. Diagrama que muestra los diferentes dominios comunes de la proteína E1. La proteína E1 está 

constituida por tres dominios: En el dominio amino terminal se encuentra la secuencia de localización 

nuclear que permite el ingreso de E1 en el núcleo de la célula infectada. El dominio de unión a DNA, DBD, 

con una estructura de asa y una de hélice de unión a DNA cargadas positivamente y a un costado se 

encuentra el dominio carboxilo terminal que se puede dividir en tres regiones: la región de oligomerización, 

O, la región con actividad enzimática helicasa y la de unión e hidrólisis de ATP, al final se encuentra una 

región conocida como brace que estabiliza el oligómero de E1.   Tomado de Bergvall, et al.28 . 
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interacción con la proteína viral E2, pues este complejo de E2-E1 posee una mayor especificidad 

por el origen de replicación, posteriormente E1 forma un homohexámero con mayor capacidad 

para desenrollar la doble hélice25. 

 

De este modo, con asistencia de E2, la proteína E1 se une específicamente al sitio de origen de 

replicación 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 enzimático que está conformado por un doble hexámero de 

E1 con ATP´s intercalados. Varios factores celulares de replicación son secuestrados, ya sea 

para su reclutamiento o interacción, y forman un complejo mayor capaz de iniciar la replicación. 

De este modo con ayuda de E1 y E2 el VPH se vale de la maquinaria de la célula infectada para 

la síntesis de su propio genoma29. En la figura 4 se representa un modelo del complejo de 

interacción entre las proteínas E1 y E2. 

 

                                                                                                                      

 
 

Más allá de la unión al DNA y la actividad de helicasa, E1 es capaz de interactuar con muchas 

proteínas de la célula hospedera,  como los factores para inicio de la replicación (DNApolα, SSBs) 

u otros factores celulares como la histona H1, el complejo remodelador de cromatina Ini-1/SNF5, 

así como las chaperonas moleculares HSP40 y HSP70, entre otros27. La capacidad de estas 

múltiples interacciones proteína-proteína y proteína-DNA hacen factible que E1 pueda interactuar 

con otros elementos de la célula huésped y participar en mecanismos que aún no están descritos.  

 

Figura 4. Estructura del complejo E1-E2 de 

VPH 18 que participa en la replicación del 

genoma viral. En este complejo se muestra 

la interacción entre el fragmento carboxilo 

terminal de E1 con el dominio de 

transactivación de E2. Este complejo 

participa en la replicación del genoma viral. 

En color anaranjado se resalta la arginina 

453 de E1 que forma un puente salino 

interno con el ácido glutámico 39 de E2 

resaltado en color rojo .Tomado de McBride, 

et al.30. 
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1.6. Proteína E2 

La proteína E2 es una proteína regulatoria con capacidad de unión al DNA y a otras proteínas, 

E2 juega un papel esencial para todos los papilomavirus pues participa en muchos procesos 

celulares principalmente asociados a la replicación y transcripción del DNA viral.  

 

Esta proteína de 300-500 residuos de aminoácidos consiste en dos dominios conservados, 

separados por una región intermedia (figura 5): en la región amino terminal se encuentra el 

dominio de transactivación (TAD, por sus siglas en inglés) que consta de alrededor de 200 

aminoácidos, este dominio es importante para la regulación de la transcripción de los genes 

virales, así como para la replicación y para la interacción tanto con E1 (figura 4) como con factores 

celulares; a continuación, en la región carboxilo terminal se encuentra el dominio de unión a DNA 

y de dimerización (DBD por sus siglas en inglés). Este dominio que tiene de 85 a 100 residuos 

de aminoácidos, reconoce y se une a secuencias especificas con el motivo palíndromo 

ACCGN4CGGT que se localizan principalmente en la URR del genoma viral. Asimismo, a través 

de este dominio se forman dímeros estables de E2 en diferentes papilomavirus. Entre estos dos 

dominios se encuentra la región hinge o bisagra codificada por una secuencia variable que 

depende del tipo viral. Esta región no participa en las funciones básicas de replicación y 

transcripción, se cree que funciona como espaciador entre los dominios DBD y TAD para evitar 

el impedimento estérico. Sin embargo participa como auxiliar en la localización intracelular, unión 

a cromatina y estabilidad de E230. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

través de su unión a la región regulatoria. Estos factores celulares están involucrados 

Figura 5. Esquema que  muestra los distintos domininios de la proteína E2. La proteína E2 consta 

de tres regiones: La región que une al TAD y DBD es flexible se conoce como hinge, se muestra 

en un tono más claro y punteado porque su longitud es variable y depende del tipo viral. TAD, 

dominio de transactivación, DBD, dominio de unión a DNA.  
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principalmente en la transcripción, replicación y segregación mitótica, la regulación de estos 

procesos depende del contexto de los sitios de unión, así como de los factores celulares 

reclutados31,32. Además, E2 se asocia con la cromatina transcripcionalmente activa y como factor 

de transcripción puede regular directamente algunos genes celulares30. 

Una de las principales funciones de E2, en términos de su participación en la carcinogénesis, es 

que actúa como un represor de la transcripción de las oncoproteínas virales E6 y E732, por lo que 

su pérdida conlleva a una sobrexpresión de las oncoproteínas, como se mencionará más 

adelante. 

El papel de la proteína E2  en el inicio de la transcripción es ayudar a situar a la proteína E1 en 

el origen de replicación de manera específica33. Por otro lado, E2 participa en el mantenimiento y 

anclaje del genoma viral, ayudando a estabilizarlo en su modo episomal (DNA circular 

extracromosómico que se puede replicar independientemente del DNA cromosómico) y 

anclándolo a los cromosomas para su segregación durante la división de las células hospederas, 

así como en el empaquetamiento para la formación de viriones30, mediante la interacción con 

proteínas y cromatina de la célula infectada34. Además, E2 induce la activación de la vía de NF-

κB, mientras que la E2 específicamente de VPH-AR induce el aumento de p53, el arresto en la 

fase G2/M del ciclo celular y apoptosis32,35. 

 

Muller y Demeret31 realizaron una recopilación de las interacciones conocidas de proteínas 

celulares con algunos de los dominios de E2, encontrando un amplio interactoma entre E2 y 57 

proteínas celulares. Esto junto con el hecho de que E2 tenga varias funciones adicionales, que 

son incluso independientes de la unión al genoma viral, sugiere que E2 podría participar en otros 

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

 

1.7. Ciclo viral 

El ciclo viral del VPH depende de la diferenciación del epitelio escamoso del huésped, por lo que 

su blanco de infección 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 específicamente en 

estado basal y las pequeñas lesiones en el tejido dejan expuestas a las células blanco 

permitiendo el ingreso del virus. Inicialmente, el VPH se une al heparán sulfato proteoglicano de 

la membrana basal, e ingresa a la célula36, el DNA se libera de la cápside y es transportado al 

núcleo donde se mantiene de manera episomal. Enseguida el promotor de trascripción temprano 

se activa en las células basales, en este momento el material genético viral se mantiene en un 

bajo número de copias de 50-100 aproximadamente, mientras que la  expresión de las 
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oncoproteínas  E6 y E7 está 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 diferenciación se activa conduciendo al 

incremento en la expresión de E6 y E7, reactivando la síntesis de DNA celular e inhibiendo la 

apoptosis. Como consecuencia se generan miles de copias del genoma viral y se desencadena 

la expresión de los genes de la cápside L1 y L2  para el ensamblaje de los viriones que son 

liberados tras la muerte de las células que alcanzan la superficie, estos viriones están listos para 

infectar nuevas células de la capa basal7,24,37. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ciclo del Virus del Papiloma Humano. El ciclo viral depende de la diferenciación del tejido 

escamoso que se puede dividir en 3 zonas: basal, intermedia y superficial. A medida que los 

queratinocitos 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 replicación del genoma viral manteniendo un bajo número de copias, 

posteriormente, conforme las células se van diferenciando, E6 y E7 estimulan el crecimiento y 

división celular para continuar la replicación del genoma viral. Eventualmente, E2 reprime la 

expresión 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 partículas virales que son liberadas con ayuda de E4. Modificado 

de Johansson y Shwartz36. 
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1.8. Carcinogénesis cervical 

La progresión hacia cáncer es un proceso abortivo sin producción 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 expresión de las proteínas E6 y E7 que impide 

la regulación del ciclo celular bloqueando el efecto de reguladores negativos a través de la 

interacción o degradación de ellos. 

 

 En el proceso de la amplificación del genoma viral en queratinocitos diferenciados, el VPH altera 

los mecanismos de proliferación y de diferenciación celular en la que naturalmente la síntesis de 

DNA está inhibida. Estos mecanismos celulares son controlados por varios factores, 

principalmente los miembros de la familia Rb. La proteína E7 del VPH se une a estos factores 

celulares y los marca para su degradación, liberando y activando el factor de transcripción E2F, 

de esta manera se inicia la expresión de los genes para la síntesis de DNA (fase S del ciclo 

celular). Si bien todas las proteínas E7 de los diferentes papilomavirus se unen a miembros de la 

familia Rb, las proteínas E7 de los virus de alto riesgo se unen con mucha mayor afinidad. La 

unión de E7 a Rb puede conducir a la inhibición del crecimiento celular y apoptosis de manera 

dependiente de p53. Como resultado, las proteínas E6 de los virus de alto riesgo han 

evolucionado para marcar a p53 para su degradación, previniendo la inhibición del crecimiento 

celular. El efecto combinado de las proteínas E6 y E7 de los virus de alto riesgo para mantener 

la fase S en las células diferenciadas resulta en la supresión de los puntos de control del ciclo 

celular. En células persistentemente infectadas la sobreexpresión de E6 y E7 conduce a la 

acumulación de mutaciones que con otros factores favorecen la progresión hacia cáncer. 

Además, la proteína E5 de alto riesgo coopera con E6 y E7 para promover la hiperproliferación 

de las células infectadas, facilitando el proceso de transformación maligna38. 

 

Este proceso carcinogénico se puede dividir en las siguientes etapas clínicas: infección por VPH, 

persistencia del virus por un largo período, progresión a lesiones precancerosas e invasión.  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, del inglés low-grade SIL) o lesiones de alto grado (HSIL, del inglés high-grade SIL). Cuando 

el cáncer es de tipo invasor, las células anormales traspasan la membrana basal e invaden el 

tejido circundante, pudiendo eventualmente provocar metástasis21. En la siguiente página se 

muestra la figura 7 en la que se esquematiza la carcinogénesis generada por el VPH. 
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En la mayoría de los casos, el sistema inmune es capaz de resolver la infección en un periodo de 

6 a 18 meses39, sin embargo, de acuerdo con datos del 2013 de la Organización Mundial de la 

Salud del 0.3% al 1.2% de las mujeres infectadas con VPH-AR desarrollan cáncer invasor7. La 

infección con VPH de alto riesgo y las funciones de las oncoproteínas E5, E6 y E7 son necesarias, 

más no suficientes, para la progresión hacia cáncer. Entonces, además de la infección 

persistente, existen otros factores que participan en la carcinogénesis, entre ellos, la integración 

del genoma viral al genoma celular se ha postulado como un evento clave en este proceso40. 

Al respecto, se ha observado que el genoma del VPH está presente en forma episomal en 

lesiones de bajo grado, mientras que en etapas avanzadas de lesiones pre-malignas y en 

carcinoma  invasor se encuentra integrado41,42,43, 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. Así 

también, la disrupción del gen de E2 incrementa la capacidad de inmortalización del virus. 

Igualmente se ha reportado que la integración viral conlleva al rompimiento del marco abierto de 

lectura de E2, por lo que se pierde la regulación negativa de los oncogenes virales E6 y E7, 

evento que resulta en un aumento en la expresión y estabilidad de los transcritos que los 

Figura 7. La progresión hacia cáncer mediada por la infección 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.16. 
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codifican.  Por esto la integración se considera un evento importante para la progresión hacia el 

cáncer44. 

Hoy en día, se desconocen en su totalidad las causas que conducen al proceso de integración 

del genoma del virus o cuáles son los otros factores genéticos y/o ambientales adicionales a la 

infección por VPH que se requieren para el desarrollo de cáncer, 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 daño al DNA o a otras biomoléculas y los agentes 

que lo causan juegan un papel importante en el desarrollo de los distintos tipos de cáncer 

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 podría interferir con varios estados 

del proceso carcinogénico y a través de modificaciones celulares o de eventos moleculares 

favorecer el daño celular y/o la integración 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 podría estar relacionado con la estimulación oncogénica45 principalmente de 

dos maneras: el estrés oxidante puede causar daño 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 

genómica y carcinogénesis46 como se esquematiza en la figura 8.  

 

 

 

 

Figura 8. Efectos potenciales de los oxidantes y 

antioxidantes sobre la carcinogénesis. El incremento en los 

niveles de las especies reactivas de oxígeno (ROS) puede 

potencialmente generar daño al DNA y por tanto contribuir 

a la inestabilidad genómica. Ésta, a su vez frecuentemente 

dispara el incremento de los niveles intracelulares de ROS 

que parece ser un efector de la senescencia celular y 

apoptosis. Tanto la senescencia como la apoptosis pueden 

limitar las células genéticamente dañadas para evitar 

proliferación y así limitar la formación de tumores. Por otro 

lado, los antioxidantes pueden funcionar como agonistas o 

antagonistas de estas vías, su efecto es benéfico si reducen 

los niveles de ROS e impiden el daño celular, pero pueden 

también generar resistencia a la senescencia o apoptosis y 

acelerar la formación del tumor. Tomado de Holmström, y 

Finkel46. 
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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 oxidación de 

componentes importantes de la célula como proteínas, lípidos, 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 daño constante en la infección por HCV47. 

 

En este contexto el estrés oxidante podría afectar la historia natural de la infección por VPH y ser 

un mecanismo que influya en la carcinogénesis48 por lo que resulta importante profundizar en 

este tema. 

 

1.10. Estrés oxidante 

En estado fisiológico 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 oxidantes49,50. Se sabe que el OS tiene un papel 

importante en la patofisiología de distintas enfermedades, incluido el cáncer51.  

Los organismos aerobios requieren de oxígeno molecular (O2) como último aceptor de electrones 

para la producción de ATP en la cadena respiratoria, sin embargo, a pesar de ser vital, el oxígeno 

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

 

Durante el metabolismo, y a partir de otras fuentes, la adición univalente de electrones al O2 

genera moléculas parcialmente reducidas conocidas como especies reactivas de oxígeno, ver 

figura 9, éstas oxidan varias biomoléculas y pueden generar daño celular50.  

 

 

 

 

 

Figura 9. Generación de especies reactivas de oxígeno por la reducción univalente de la 

molécula de oxígeno (2) y reducción tetravalente durante la fosforilación oxidativa en la 

mitocondria (1). 
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Al igual que el oxígeno, las ROS juegan un papel dual en los organismos, ya que en condiciones 

descontroladas pueden oxidar proteínas, lípidos o ácidos nucleicos alterando o inhabilitando su 

función y, por tanto, pueden conducir a efectos dañinos e incluso muerte celular. Mientras que en 

estado fisiológico normal las ROS ejercen un efecto benéfico y necesario. Por ejemplo, algunas 

ROS son requeridas y producidas por los organismos en condiciones fisiológicas para la 

señalización celular, tal es el caso del •OH, definido más 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 

producción  de H2O2 , O2
-•,definidos más adelante, y ácido hipocloroso (HOCl) durante el estallido 

respiratorio para eliminar una infección46,50.  

 

Debido a los múltiples y diversos efectos que la toxicidad del oxígeno 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 adecuadas52,53. 

La aparición 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 disminución en los mecanismos antioxidantes de defensa, o por la 

sobreproducción y/o incorporación de especies oxidantes del ambiente.  

El nivel del daño oxidante está determinado por la tasa en la que las especies oxidantes se 

generan y son removidas. Así, pequeñas alteraciones en el balance pueden conducir a la 

adaptación del sistema para mantener la homeostasis redox, mientras que alteraciones mayores 

pueden conducir a daños irreparables y muerte celular54. En la figura 10 se resume el concepto 

de homeostasis redox, estrés y daño oxidante. 

 

 

    

Figura 10. Esquema del proceso de daño oxidante. Cuando la concentración de ROS escapa del estado fisiológico 

normal— por ejemplo, por altos niveles o producción sostenida del •OH — varias macromoléculas se dañan (estrés 

oxidante). El daño causado por las ERO puede ser revertido y reparado por el reemplazo, reparación, degradación o 

secuestro de las moléculas dañadas, manteniendo la homeostasis redox (parte central del esquema). Sin embargo, 

cuando el daño excede la capacidad de respuesta de la célula puede conducir a muerte celular (lado derecho del 

esquema). 

 

 Modificado de Nathan60. 
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1.11. Especies reactivas de oxígeno 

El estrés oxidante está implicado en la patofisiología de muchas enfermedades porque puede 

causar daño y subsecuente muerte celular, esto se debe a que las ROS oxidan componentes 

celulares vitales55 como en el caso del carcinoma hepatocelular. Como se mencionó, estas 

moléculas se generan por la adición univalente de electrones al O2, esto implica que algunas son 

radicales libres, mientras que otras se asocian con átomos de hidrógeno o nitrógeno, pero 

conservan su alta reactividad al ser nucleófilos. Un radical libre es una molécula que posee uno 

o más electrones desapareados por lo que es muy reactiva, y un nucleófilo es una especie que 

tiene uno o más pares de electrones libres para reaccionar. Las ROS más comunes son radicales 

del oxígeno, como el hidroxilo (•OH), el anión superóxido (O2
–•), el perhidroxilo (•OOH), el peroxilo 

(ROO•) y el óxido nítrico (NO•), y otras que no son radicales libres, como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), el ácido hipocloroso (HOCl), el ozono(O3) y el peroxinitrito (ONOO–)50. En la tabla 3 se 

enlistan las principales ROS y algunas de sus características. 

 

Tabla 3. Especies reactivas de oxígeno 

Especie reactiva de 

oxígeno 

Propiedades  

 

 

 

O2
-• 

 

El radical anión superóxido se produce por la adición de un electrón al O2 

durante la fuga de electrones de los complejos I y III de la mitocondria en la 

fosforilación oxidativa. Otra fuente es durante el estallido respiratorio, donde 

la NADPH oxidasa produce O2
-• en los neutrófilos para la destrucción 

bacteriana. O bien mediante la “activación” del oxígeno por radiación. 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.  

 

 

 

 

HO• 

El radical hidroxilo es la ROS más reactiva, ataca a casi cualquier molécula 

de las células, incluyendo, lípidos de la membrana y carbohidratos, pero 

debido a su tiempo de vida media de aproximadamente 10-9s reacciona sólo 

en los sitios cercanos a su origen. Se produce por efecto de la radiación 

ionizante y por hidrólisis de H2O2 catalizada por metales de transición (E. g. 

Fe2+ y Cu+) durante la reacción de Fenton 

M(n+1) + H2O2Mn + HO• + HO• 

Esta ERO reacciona tanto con las purinas y pirimidinas como con la 

desoxirribosa de la molécula de DNA (ácido desoxirribonucleico), 

produciendo bases nitrogenadas dañadas o ruptura de la cadena.  

CONTINÚA EN LA SIGUIENTE PÁGINA 
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H2O2 

 

El peróxido de hidrógeno se produce por la dismutación de O2•, Los 

peroxisomas son una fuente importante de esta ROS que es considerada la 

menos reactiva, pero al disponer de un tiempo de vida media más largo, y su 

alta capacidad de difusión puede atravesar membranas, generando otras 

ROS.  Por ejemplo, reacciona con el Fe2+ para producir -OH y •OH durante la 

reacción de Fenton.  

 

 

 

•ON 

 

El óxido nítrico es un radical libre que se genera en los tejidos por las 

sintasas de óxido nítrico y durante el estallido respiratorio.  Éste radical es 

una molécula de señalización que participa en procesos fisiológicos como 

neurotransmisión, regulación de la presión sanguínea, mecanismos de 

defensa, mecanismos de relajación del músculo liso y regulación del sistema 

inmunológico. 

 

 

ONOO- 

El peroxinitrito es un potente agente oxidante que puede causar 

fragmentación del DNA y lipoperoxidación. Se forma en la siguiente reacción 

•ON  +  O2
-•                  ONOO-  

   Referencias50,56  

1.12. Fuentes de ROS 

Los humanos estamos constantemente expuestos a ROS, que provienen de fuentes tanto 

endógenas como exógenas. Las fuentes endógenas incluyen reacciones enzimáticas del estallido 

respiratorio en la respuesta inmunológica (de la NADPH oxidasa, xantina oxidorreductasa y 

mieloperoxidasa), el metabolismo de xenobióticos (citocromo P450) y la regulación de la relajación 

del músculo liso (sintasa de óxido nítrico, NOS)49. Mientras que la radiación ionizante, radiación 

UV, algunos contaminantes (metales pesados como cobre o hierro), fármacos (doxorrubicina, 

paracetamol), ingredientes de la dieta (ácidos grasos oxidados) y patógenos (virus, bacterias, 

parásitos) 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 reacción de Fenton por 

ejemplo para producir HO•, o con algunas biomoléculas como los lípidos, generando una reacción 

en cadena de formación de radicales libres57. 

La principal fuente endógena de ROS es la mitocondria, ya que en la fosforilación oxidativa 

durante el transporte de electrones, algunos de ellos se escapan principalmente de los complejos 

I y III mitocondriales formando O2
-•. Se estima que del 1-3% del oxígeno consumido diariamente 

causa la generación del radical anión superóxido y otras ROS en la mitocondria50. En adición a 

esto, la monoaminooxidasa que cataliza el metabolismo de aminas biogénicas  es una fuente 

importante de H2O2  de la mitocondria58.  
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Por otro lado, algunos patógenos, entre ellos algunos virus, están relacionados con la generación 

de ROS, por ejemplo, se sabe que el estrés oxidante juega un papel en la patogénesis de la 

infección 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 clave51,53,59,60. 

Así, 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 sólo para lidiar con el estrés oxidante, sino que han 

incluido algunas ROS en vías de señalización y funciones fisiológicas50,61.  

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema de fuentes de especies reactivas de oxígeno. Existen fuentes 

endógenas que incluyen varias enzimas y procesos metabólicos. Así como fuentes 

externas como la radiación UV e ionizante, algunos compuestos presentes en la 

dieta, contaminantes, compuestos del humo del cigarro y patógenos, incluidos 

algunos virus. 

 

Estrés de RE 
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1.13. Daño generado por el estrés oxidante 

Los efectos que tiene el desbalance entre oxidantes/antioxidantes varían gradualmente en los 

sistemas vivos. Si bien, pequeños cambios en el estado redox inducen adaptaciones del sistema 

que mantienen la homeostasis, la producción 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 función celular. Pero, si el estrés oxidante no se revierte, se genera un daño 

irreversible de la función celular o ganancia patológica de función y posteriormente si el OS 

continúa, conlleva a la transformación maligna, en el caso del cáncer,  o a la muerte celular60. En 

adición, a través de la perturbación del balance redox, las ROS inducen la activación de varios 

factores de transcripción sensibles al estado redox, modificando la expresión de genes, y 

modulando la función de las proteínas sensibles al estado redox, por lo cual las ROS participan 

en varios procesos agudos o crónico-degenerativos, incluyendo envejecimiento y cáncer62. 

En altas concentraciones las ROS pueden generar daño oxidante al alterar estructuras celulares, 

ácidos nucleicos, lípidos y proteínas45. Los ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos de 

membrana, por ejemplo, son extremadamente susceptibles a la oxidación por el HO• y el HOO•, 

que generan a su paso radicales peroxilo (ROO•) y pueden propagar la reacción en cadena hasta 

generar 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), que es débilmente mutagénico y malondialdehído (MDA), el 

cual es mutagénico en bacterias y cultivos de células de mamífero, así como carcinógeno en 

ratas50. 

 

Tanto los aminoácidos libres como las proteínas son blancos de daño oxidante, las ROS pueden 

atacar las cadenas laterales de los aminoácidos formando grupos carbonilo (aldehídos y 

cetonas), particularmente de la prolina, arginina, lisina y treonina. La cisteína y metionina además 

contienen un grupo tiol (-SH) en su cadena lateral, que al ser oxidado puede conducir a la 

formación de puentes disulfuro (S-S) y al plegamiento anormal de proteínas. en particular, el  

ONOO- reacciona con los residuos de tirosina formando 3-nitrotirosina, lo cual podría implicar 

alteración o inactivación de la función proteica.   

 

El material genético, esencial en los seres vivos, es altamente susceptible al daño por ROS, pues 

tanto el DNA como el RNA, son moléculas electrófilas (deficientes en electrones) y las ROS 

atacan tanto el esqueleto de ribosas como las bases nitrogenadas de estas moléculas. El HO•, 

O2
-•, H2O2 y el •OOR pueden, ya sea oxidar las ribosas de los ácidos nucleicos y romper su cadena 

o bien generar aductos y otros derivados oxidados que alteren las bases nitrogenadas. 
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Una de las principales moléculas derivadas del daño oxidante al DNAes la 8-oxo-7,8-dihidro-2 -

desoxiguanosina (8-oxodG) y la 2,6-diamino-5-formamida-4-hidroxipirimidina (FapyG) (figura 12). 

También el ONOO-, reacciona con la guanina generando 8-nitroguanina y 8-oxodG. Estas 

alteraciones conducen a la generación de mutaciones por transversión (de G:C a T:A) y presencia 

de sitios apurínicos56,63. Además los daños oxidantes generados a histonas (proteínas que se 

asocian al DNA para mantenerlo empaquetado conducen a interferencias en el plegamiento del 

mismo54. Así, el desbalance redox puede resultar en mutaciones o expresión aberrante de genes. 

                

Cuando el daño al DNA resulta en mutagénesis sin ruptura de la doble cadena, y el daño a otras 

macromoléculas vitales es reparado, la consecuencia puede ser la transformación maligna hacia 

cáncer más que la muerte celular (figura 10, lado derecho del esquema)60. 

 

1.14. Sistema antioxidante 

Como se mencionó, las células poseen un complejo sistema de defensas antioxidantes que busca 

mantener la homeostasis redox. Sin embargo, la disminución o falla de este sistema antioxidante, 

representa también una fuente de daño celular y factor para la progresión hacia cáncer. Así 

también, en ciertas condiciones como altas concentraciones, los antioxidantes pueden presentar 

efectos perjudiciales para la célula (figura 8)46. 

 El sistema antioxidante emplea varios mecanismos para mantener la homeostasis redox: i) 

remover el O2, ii) atrapar  o catabolizar las especies ROS o sus precursores, iii) inhibir la formación 

de ROS, iv) capturar iones metálicos necesarios para la catálisis de formación de ROS v) reparar 

las moléculas dañadas por el estrés oxidante y/o vi) remover o secuestrar las moléculas derivadas 

del daño oxidante que no pudieron ser reparadas60. 

Para realizar estos mecanismos este sistema cuenta con moléculas antioxidantes como el 

glutatión (GSH) o la tioredoxina (TRX) y con enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa 

(SOD), la catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa (GPX), la glutatión reductasa y la glutatión-S-

transferasa (GST), principalmente (figura 13). 

 

Figura 12. Estructura de las principales 

moléculas derivadas del daño oxidante 

a los ácidos nucleicos. El color rojo 

indica la parte de la molécula que sufrió 

modificación.  
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Figura 13. Homeostasis celular redox. Los principales sitios de generación de ROS se presentan en 

rojo e incluyen la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Mito-ETC), el retículo 

endoplásmico (ER) y el complejo de la NADPH oxidasa. El superóxido (O2
-•) es el radical libre principal 

e inicial y puede ser convertido en otras ROS, por ejemplo, en H2O2 por la SOD (amarillo), el cual se 

puede reciclar para generar más O2
-• o ser transformado en agua por la catalasa. En presencia de 

metales de transición (como Fe2+), el H2O2 puede transformarse en radicales HO•, que son altamente 

reactivos y causan daños a lípidos, proteínas y DNA. El NO• puede reaccionar con el superóxido para 

formar ONOO–, una especie no radical que modifica la estructura y función de las proteínas. Para 

prevenir los efectos perjudiciales de las ROS, las células regulan los niveles manteniendo el balance 

entre la generación y eliminación de ROS. Las principales enzimas antioxidantes presentan en verde. 

GPX, glutatión peroxidasa; GR, glutatión reductasa; GRXo, glutaredoxina oxidada; GRXr, 

glutaredoxina reducida; GSHr glutatión (reducido); GSSG, glutatión (oxidado); TRXo, tioredoxina 

(oxidada); TRXr, tioredoxina (reducida); XO, Xantina oxidasa.Tomado de Trachootham, D. et al. 

200988 

 

Mitocondria 

Arginina 
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2. ANTECEDENTES 

En los últimos años se ha descrito la participación del estrés oxidante en diversas patologías, 

incluyendo el establecimiento de varios tipos de cáncer56,45. Recientemente Fiachi & Chiarugi64 

publicaron una revisión al respecto que evidencia al estrés oxidante como una de los 

características del cáncer, pues participa en la proliferación y crecimiento celular independiente 

de anclaje, insensibilidad a la apoptosis, angiogénesis sostenida, así como en la alteración del 

programa de migración/invasión, todas ellas características de un microambiente tumoral. En 

consecuencia, se ha comenzado a estudiar el papel de las ROS y el estrés oxidante en la 

infección y cáncer promovidos por el VPH64.  

 

En primer lugar, en varios estudios en pacientes con CaCu se han encontrado alterados los 

niveles de antioxidantes en circulación, por ejemplo se ha descrito niveles disminuidos de GSH, 

vitamina E, vitamina C y zinc, además se ha observado disminuida la actividad de la CAT, SOD, 

GPX y GST en eritrocitos de pacientes con CaCu en comparación con muestras de mujeres 

sanas65. Por lo que se refiere a los niveles de oxidantes, varios trabajos indican un incremento en 

los niveles de lipoperóxidos como MDA, óxido nítrico y cobre en pacientes con CaCu con respecto 

a pacientes con cervicitis y mujeres sanas66–68. De igual manera, se ha observado que los niveles 

de proteínas carboniladas son mayores en tejidos displásicos positivos a VPH16 con respecto a 

tejidos neoplásicos o normales por lo que se infiere un papel del estrés oxidante sobre la 

carcinogénesis inducida por el VPH62. 

Tras la infección con VPH16 en células en cultivo organotípico se ha observado que el virus 

requiere de un gradiente del estado redox, primero oxidante y luego reductor, para la formación 

de la cápside y la efectividad de infección de nuevo tejido, respectivamente69. En adición, Buck y 

colaboradores70 observaron que la maduración de la cápside está dirigida por la formación de 

enlaces disulfuro entre las proteínas L1 en células transfectadas con VPH16 y que este proceso, 

que de otra manera es muy lento, se acelera dramáticamente por un ambiente oxidante generado 

por una solución con GSSG. Esto sugiere que un estado oxidante favorece la formación de los 

viriones, el proceso infeccioso y posiblemente la persistencia de la infección62. 

Recientemente se ha demostrado el papel de E6 y E7 de VPH16 en la generación de estrés 

oxidante y un consecuente incremento de la integración del genoma viral en líneas celulares: 

Williams y colaboradores71 encontraron que la isoforma E6* (resultante del corte y empalme de 

E6) incrementa los niveles de ROS, disminuye los niveles de SOD2, y su expresión se relaciona 

con un incremento de daño a DNA. 
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Por otro lado, Marullo y colaboradores72 encontraron que la expresión de E6 y E7 de VPH16 

induce un incremento de ROS mediado por las dinucleótido de adenina fosfato oxidasas (NOXs, 

por sus siglas en inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidases) causando daño 

a DNA y aberraciones cromosomales en líneas celulares de cáncer de cabeza y cuello positivas 

a VPH. Además, en el 2016 se reportó que una disminución en los niveles de GSH (por L-

butionina-sulfoximina, un inhibidor competitivo de la síntesis de GSH) eleva los niveles de ROS  

e incrementa la frecuencia de integración de plásmidos de VPH16 en cultivos de queratinocitos73. 

 

El papel de E1 y E2 de VPH de alto riesgo en la generación de estrés oxidante ha sido poco 

estudiado. Con respecto a E1 de VPH18 se ha reportado que su interacción directa con el DNA 

del hospedero puede causar rompimiento de la doble cadena74. Al respecto de E2, Lai y 

colaboradores75 demostraron en 2013 que las proteínas E2 de los VPH16 y VPH18 son capaces 

de cambiar su localización del núcleo al citoplasma e interactuar con la mitocondria, induciendo 

una alteración en su morfología acompañada de un incremento en los niveles de ROS, evento 

que no observaron con la expresión de E2 de VPH11. Al momento se desconoce el mecanismo 

de este incremento de ROS en presencia de E2 de VPH18 y si la ruptura de la doble cadena de 

E1 está también mediada por una modulación del estado redox. 

  



 

23 

 

3. JUSTIFICACIÓN 
 

En muchos países el CaCu continúa siendo un problema de salud pública con altas tasas de 

mortalidad y morbilidad. Por lo cual, aunado a la introducción de la vacunación y tamizaje cito-

histológico, se requiere el desarrollo de estrategias contra el cáncer cervical mediante la 

comprensión de las bases moleculares de la carcinogénesis originada por el VPH.  

 

Los diferentes procesos celulares implicados en el desarrollo de esta neoplasia han sido sujetos 

de estudios que han permitido conocer aún más el mecanismo carcinogénico inducido por el VPH; 

sin embargo, el mecanismo completo aún no se conoce en su totalidad. Encontrar nuevos 

enfoques moleculares que permitan determinar mecanismos desconocidos que participan en la 

carcinogénesis promovida por el VPH, representa una oportunidad de estudio con gran potencial 

benéfico. 

 

Al respecto, el papel del estrés oxidante en la infección y carcinogénesis promovida por las 

proteínas E1 y E2 de VPH de alto riesgo es un campo que ha sido poco explorado, por lo que 

resulta importante determinar si existe una relación entre la infección por el VPH y el estrés 

oxidante con el fin de entender su participación en la infección viral y en la carcinogénesis. 
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4. HIPÓTESIS 
 

 

Las proteínas E1 y E2 del VPH tipo 18 modifican el estado redox de la célula induciendo estrés 

oxidante y daño al DNA. 

 

 

 

 

 

5. OBJETIVO GENERAL  
 

Determinar la participación de E1 y E2 de VPH18 en la modificación del estado redox celular y 

su efecto sobre el daño al DNA celular. 

 

5.1. Objetivos específicos  

 
1. Establecer el modelo de estudio mediante transfecciones transitorias en líneas celulares 

HEK-293 y U2OS para la expresión de los genes E1 y E2. 

 

2.  Determinar el estado de factores que modulan el estado redox, en presencia de las 

proteínas virales para lo cual se requiere: 

 

i. Evaluar los niveles de proteínas antioxidantes, CAT, SOD y GPX. 

ii. Determinar el efecto de las proteínas de expresión temprana en los 

niveles de ROS.  

 

3. Evaluar el daño oxidante sobre DNA producido en células transfectadas con los 

diferentes genes virales. 
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6.2. Plásmidos 

El plásmido pcDNA-HPV18 E1 expresa la proteína E1 del VPH18 bajo el control del promotor 

CMV y posee el tag HA en su extremo amino terminal. El plásmido pcDNA-HPV18E2, expresa la 

proteína E2 de VPH18 bajo el promotor CMV. EL plásmido lacZ se empleó como control de 

transfección y el plásmido pcDNA vacío fue empleado como control de comparación. Los 

plásmidos corresponden a la colección del laboratorio y fueron creados mediante técnicas de 

PCR y clonación estándar. El plásmido pMHPV11 E1HA  que expresa la proteína E1 de VPH11 

contiene HA y fue amablemente donado por el Dr. Mart Ustav del Institute of Molecular and Cell 

Biology, Institute of Technology, University of Tartu, Estonia76.   

 

6.3. Transformación  

6.4. Bacterias competentes 

Para recuperar los plásmidos se transformaron en bacterias competentes. La cepa DH5α de 

Escherichia coli se hizo competente mediante el método de CaCl2. Brevemente, 50 mL de medio 

Luria Berth (LB) fueron inoculados con las bacterias hasta alcanzar una DO600nm de 0.4 y se 

incubaron en hielo durante 15 min. Posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm/ 4°C/10 min, el 

botón celular se resuspendió en una solución fría de CaCl2-Tris pH 7.5 (anexo 1.2) y se incubó 30 

min en hielo, las bacterias se centrifugaron nuevamente a 2500 rpm/4°C/10 min y el botón celular 

se resuspendió en 3.3mL del mismo amortiguador. 

  

6.5. Transformación 

Para este fin se empleó el método de choque térmico. En tubos colocados sobre hielo se 

agregaron por separado aproximadamente 100 ng de cada plásmido y 200 µL de las bacterias 

competentes, esta mezcla se incubó por 30 min en hielo. Después se realizó un choque térmico 

cambiando rápidamente los tubos del hielo a un baño térmico a 42°C por 2 min, tras lo cual fueron 

incubados nuevamente en hielo durante 5 min. Después a cada tubo se añadieron 800 µL de LB 

estéril y se incubaron 1h a 37°C en agitación constante a 300 rpm. Al finalizar el tiempo de 

incubación, se sembraron por separado, mediante estría masiva, alícuotas de las bacterias en 

placas de LB suplementadas con 100 µg/mL de ampicilina (anexo 1.3) como medio de selección 

positiva y se incubaron a 37°C toda la noche para la obtención de colonias transformadas.  
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6.6. Aislamiento y purificación de DNA de plásmidos de expresión 

Los diferentes plásmidos fueron extraídos con el estuche Maxi prep Pur PureLink™ HiPure 

Plasmid DNA Purification Kit® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) basado en una lisis 

alcalina modificada, siguiendo las instrucciones del proveedor:  Una colonia de las placas de 

selección positiva de transformación fue inoculada por estría aislada en agar LB/con ampicilina y 

se incubó toda la noche a 37°C. De este cultivo una colonia aislada se seleccionó e inoculó en 

5mL de LB con ampicilina en agitación constante de 6-8  h. El cultivo inicial se diluyó en 300 mL 

de LB estéril incubándolo a 37° en agitación constante toda la noche. Al día siguiente, las 

bacterias fueron centrifugadas a 6,000 g por 10 min a 4°C, el botón celular se resuspendió en 

10mL del amortiguador de resuspensión R3 con RNAsa A, posteriormente se añadieron 10 mL 

del amortiguador de lisis L7, mezclando cuidadosamente por inversión y se incubó por 5 min a 

temperatura ambiente. Al finalizar la incubación se añadieron 10 mL de amortiguador de 

precipitación (N3) mezclando por inversión. El lisado celular resultante se centrifugó a 12,500 g 

por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se vertió en una columna equilibrada con 

amortiguador EQ1, permitiendo que la solución se drenara por gravedad. Se añadieron 60 mL de 

amortiguador de lavado W8 a la columna, cuando todo el fluido se descartó, se añadieron a la 

columna 15 mL del amortiguador de elusión E4, permitiendo un flujo por gravedad en un tubo 

estéril. La solución eluida contiene el DNA purificado que fue precipitado con 10.5 mL de 

isopropanol, posteriormente se centrifugó el tubo a 12500 g por 5 min a 4°C descartando el 

sobrenadante.  El DNA se lavó una vez con 5 mL de etanol al 70%, descartando el sobrenadante. 

El botón de DNA purificado se resuspendió en amortiguador TE. Se determinó la concentración 

e índice de pureza y se almacenó hasta su uso a -20°C. Finalmente, los plásmidos fueron 

secuenciados y alineados con la herramienta BLAST (Basic Local Alignment sequence Search 

Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA)  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_L

OC=blasthome. 

 

6.7. Líneas celulares 

Se empleó la línea celular embriónica derivada de riñón humano HEK-293 (Human Embrionic 

Kidney) (ATCC®, CRL-1573™), la cual está transformada con DNA del adenovirus 5 y es 

tumorigénica. Además, se empleó la línea celular U-2 OS (Human Osteosarcoma) (ATCC®, HTB-

96™) que presenta morfología epitelial y es derivada de osteosarcoma.  

Todos los cultivos se mantuvieron en medio Eagle de Dulbecco modificado (DMEM) enriquecido 

con suero bovino fetal al 10% (anexo 1.4) a 37°C en ambiente húmedo con CO2 al 5%. Cuando 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome


 

28 

los cultivos alcanzaron un 85% de confluencia se realizaron pases celulares de la siguiente 

manera: se aspiró el sobrenadante del cultivo y se lavó con PBS para HEK-293 o PBS/EDTA para 

U-2 OS y esta solución también fue eliminada. Después se agregó una cantidad adecuada de 

tripsina al 0.5% (GIBCO®, 59418C), dejándola actuar por hasta 5 min hasta lograr el 

desprendimiento de las células. Luego se adicionó medio de cultivo suplementado con suero 

bovino fetal para neutralizar la acción de la tripsina. La suspensión celular se centrifugó a 1,500 

rpm durante 5 min a temperatura ambiente, eliminando la solución de tripsina. Las células se 

resuspendieron cuidadosamente y se emplearon para los ensayos o se continuaron cultivando 

en medio fresco. 

 

6.8. Transfección 

Para transferir el material genético a las células en cultivo se emplearon dos técnicas de 

transfección, por el método de precipitación con fosfatos de calcio o mediante lipofección en 

condiciones estériles. 

 

Se sembraron 8x105 células HEK-293 en cajas Petri de 10 cm y se incubaron hasta permitir la 

adherencia y una confluencia del 70-80% aproximadamente aspirando el medio y añadiendo 2mL 

de medio de cultivo nuevo, tras lo cual los plásmidos correspondientes se transfectaron junto con 

500 ng de plásmido LacZ como control de transfección, mediante precipitación con fosfatos de 

calcio:  Se prepararon soluciones con 2,4,6 u 8 µg del plásmido pcDNAtopo-HPV18 E1, 22 μl de 

CaCl2 2.5 M y 190 μl de Tris-EDTA (anexo 1.5).  Esta mezcla se agregó gota por gota en 200 μL 

de solución hepes salina amortiguadora HBS 2x (anexo 1.6) y se incubó por 30 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, la mezcla final se agregó a las células. 24 h después de la transfección 

el medio de cultivo fue retirado. Esta técnica se utilizó inicialmente para transfectar la línea celular 

HEK-293 a partir de la cual se obtuvieron extractos proteicos que fueron utilizados para ensayos 

de Western Blot (WB) en la evaluación de la expresión de E1.  

 

Posteriormente, se observó que la transfección fue más eficiente utilizando el método de 

transfección por liposomas. Para la expresión de E1 y E2 se empleó dicho método para lo cual 

se sembraron 6x105 células HEK-293 en cajas Petri de 10 cm o 2x105 células U-2 OS en cajas 

de 6 pozos y se incubaron hasta permitir la adherencia, entonces se cambió el medio de cultivo 

por 800 µL de OptiMEM (GIBCO®, 31985062). Al presentar una confluencia del 70-80% 

aproximadamente, se aspiró el medio y se añadieron 2 mL de medio de cultivo nuevo, tras lo cual 

los plásmidos correspondientes se transfectaron como se muestra en el (anexo 3). Se emplearon 
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2 tubos para cada una de las transfecciones, al tubo A se añadieron 3 µg de DNA junto con 200 

µL de OptiMEM. Se preparó una solución de 6 µL de lipofectamina 2000 (Invitrogen®) y 200 µL 

de OptiMEM por cada transfección y de esta mezcla se añadieron 200 µL al tubo B. Todos los 

tubos se incubaron 5 min a temperatura ambiente y luego se mezcló el contenido del tubo A en 

el tubo B. Se realizó una incubación de 30 min y luego, por goteo en espiral se añadió la solución 

mezclada a cada caja Petri, incubando por cinco horas a 37°C en ambiente húmedo con CO2 al 

5%. Pasado el tiempo de incubación, se cambió el OptiMEM por 2 mL de medio de cultivo con 

suero. 24h después de la transfección el medio de cultivo fue retirado. Esta técnica se utilizó para 

transfectar la línea celular HEK-293 a partir de la cual se obtuvieron extractos proteicos que fueron 

utilizados para ensayos de Western Blot (WB) y U-2 OS para realizar ensayos de 

inmunofluorescencia. 

 

Con el fin de determinar los niveles las especies reactivas de oxígeno, las células U-2 OS fueron 

transfectadas empleando FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 3 µg de plásmido fueron resuspendidos en 200 µL de medio e 

incubados durante cinco minutos, posteriormente la mezcla fue incubada con 8 µL de Fugene-

HD durante 20 minutos. Todo el contenido fue transferido a las células e incubado 24 horas, tras 

lo cual se procedió a realizar el protocolo de Cell ROX, detallado más adelante. 

 

6.9. Western Blot 

Para detectar la expresión de las proteínas E1, E2 y los niveles enzimáticos de catalasa, 

superóxido dismutasa o glutatión peroxidasa, se realizaron ensayos de western blot de las células 

transfectadas. 

 

6.10. Extracción de proteínas  

A partir de las células transfectadas se obtuvieron extractos totales de proteína, para lo cual se 

retiró el medio de cultivo y las células se lavaron con 2 mL de PBS estéril. Posteriormente las 

cajas con los cultivos se colocaron sobre hielo y se añadieron 100 µL de amortiguador de lisis 

RIPA (anexo 1.6) que contenía un coctel de inhibidores de proteasas cOmplete™ ULTRA Tablets, 

Mini, EDTA-free, EASYpack Protease Inhibitor Cocktail  (Roche ®, 05892791001) 1x y se 

recolectaron las células manualmente raspándolas. El raspado se pasó de 10-15 veces por una 

jeringa de 1 mL, el lisado resultante se conservó a -70°C. 
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6.11. Determinación de la concentración de proteínas 

Para cuantificar la concentración proteica de cada muestra se empleó el método del ácido 

bicinconínico. En una placa de 96 pozos se añadieron 2 µL de cada extracto proteico, o albúmina 

en cantidades crecientes para la curva estándar (0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 o 15.0 µL de albúmina 

de suero bovino 1 µg/µL) y se añadió RIPA cbp. 15 µL. Luego se añadieron 300 µL de solución 

de trabajo de ácido bicinconílico con sulfato de cobre recién preparada en una relación 100:2 (v:v) 

(anexo 1.7) a cada pozo. Se incubó la placa a 37°C 1 h en oscuridad y se leyó la absorbencia en 

un lector de ELISA a 570nm. Se realizaron los cálculos pertinentes para determinar la 

concentración de las muestras a partir de la curva estándar. 

 

6.12. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-

PAGE) 

Se realizó una electroforesis en medio desnaturalizante con el fin de separar, de acuerdo a su 

peso molecular, las proteínas presentes en las muestras. A cada muestra se le adicionó el 

volumen necesario de amortiguador de carga (anexo 1.8) con una relación 1:1 (v: v), a 

continuación, se colocaron en un baño de agua en ebullición durante 5 minutos. Se cargaron 

25ug de proteína de cada muestra en geles poliacrilamida al 12% (anexo 1.9) siguiendo el método 

de Laemmli, 1970. La electroforesis se llevó a cabo en un amortiguador de corrida (anexo 1.10) 

inicialmente a 80 V por 30 minutos para permitir que las muestras se alinearan y posteriormente 

a 100 V hasta que el frente de corrida salió del gel.  

 

6.13. Transferencia 

Una vez que la electroforesis se completó, se realizó la transferencia de las proteínas a una 

membrana de fluoruro de nitrocelulosa con poros de 0.2 µm (Bio-Rad®), en una cámara con 

solución amortiguador de transferencia frío (anexo 1.11) a 20V durante 1h en frío con agitación 

constante. Para corroborar la transferencia de proteínas, la membrana se tiñó con una solución 

de Rojo Ponceau se lavó con agua destilada hasta eliminar el colorante.  

 

6.14. Bloqueo de membrana 

La membrana se bloqueó durante 1 h a temperatura ambiente o a 4°C toda la noche con agitación 

suave empleando una solución de leche (Svelty  0% grasa®) al 7.5% en una solución salina de 
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tris amortiguada (TBS-T) 1x. Al finalizar el bloqueo se realizaron 3 lavados con TBS-T 1x durante 

10 min c/u, y la membrana fue incubada con los anticuerpos correspondientes durante 2 h a 

temperatura ambiente o toda la noche a 4º seguido de tres lavados de 10 minutos con TBS-T 1X, 

posteriormente la membrana fue incubada con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa 

de rábano (HRP) durante 1 h seguido de 3 lavados de 10 min cada uno con TBS-T 1X. 

 

6.15. Incubación con anticuerpos 

Los anticuerpos primarios empleados fueron: anti-HA (1:1000) (ROCHE), anti-HPV18 E2 

(abcam), anti -β-galactosidasa (1:1000), anti-Catalasa (1:300) (Cell Signaling), anti-SOD2 

(1:1000) (Cell Signalling), o anti-GPX (1:100) (Cell Signaling). Los anticuerpos secundarios 

empleados en este trabajo fueron: anti-conejo (1:10000), anti-ratón (1:10000) o anti-cabra 

(1:15000) unidos a HRP, según el caso los cuales se encontraban disueltos en TBS-T 1X.  

 

6.16. Reconocimiento de anticuerpos 

La detección de las proteínas se llevó a cabo mediante quimioluminiscencia de alta sensibilidad, 

en este método el peróxido del luminol y un activador son sustratos de la peroxidasa acoplada al 

anticuerpo secundario reaccionan y producen luminiscencia permitiendo la detección con placas 

radiográficas o mediante un instrumento de detección digital c-Digit (LI-COR). 

 

6.17. Inmunofluorescencia 

Las diferentes líneas celulares fueron cultivadas sobre cubreobjetos esterilizados y transfectadas, 

según el experimento. 24 h post-transfección, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con 

una solución al 2% de paraformaldehído en PBS durante 15 min a temperatura ambiente en 

agitación y cubiertas de la luz. Después de 3 lavados de 5 min en agitación con PBS, las células 

se permeabilizaron con una solución de tritón al 0.25% en PBS por 10 min a temperatura 

ambiente en agitación, tras lo cual se lavaron nuevamente tres veces con PBS durante 5 min en 

agitación seguido de tres lavados con glicina 0.1 M. Al finalizar los lavados, se incubaron las 

células con los anticuerpos primarios 1:50 en PBS en una cámara húmeda durante toda la noche 

a 4°C como se indica en la tabla 4. Al día siguiente las células se lavaron 3 veces con PBS y se 

incubaron con los respectivos anticuerpos secundarios acoplados a los fluoróforos Alexa 488, 

Rodamina, Alexa 555 y Alexa 647 (tabla 4) en una dilución 1:700 en PBS, en cámara húmeda por 

0.5 h a 37°C cubierta de la luz. Transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados de 5 min c/u en 

agitación con PBS y un lavado de 5 min c/u en agitación con agua.  Finalmente, para el montaje 
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de las inmunofluorescencias, se retiró el exceso de agua de los cubreobjetos, se montaron sobre 

portaobjetos con una gota de medio de montaje con DAPI (4′,6-diamidino-2-fenilindol, ProLong ® 

Diamond Antifade Mountant with DAPI, Molecular Probes, P36962) y se dejaron madurar 2 h, tras 

lo cual se guardaron a 4°C cubiertas de la luz hasta su observación en el microscopio. Las 

microfotografías fueron capturadas con un microscopio confocal ZEISS LSM 5 PASCAL de la 

unidad e microscopía del Instituto de Investigaciones Biomédicas y con el microscopio de 

epifluorescencia EVOS FL (Thermo Fisher Scientific). Las inmunofluorescencias se realizaron 

para detectar la expresión y co-expresión de E1 y E2, así como para evaluar el daño a DNA 

empleando como marcador de daño la histona fosforilada ɣ-H2AX.  

 

Tabla 4.  

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 

HA 

Roche 

Alexa Fluor® 488 burro anti-ratón 

HPV18 E2  

Santa Cruz 

Alexa Fluor® 594 pollo anti-cabra 

ɣ-H2AX P(S139) 

Abcam o Millipore 

Alexa Fluor® 633 cabra anti- conejo 

 

 

6.18. Detección de especies reactivas de oxígeno 

Las células U-2 OS fueron sembradas en cajas de seis pozos con una densidad de 2x105 células 

sobre cubreobjetos estériles. A las 24 h se cambió el medio de cultivo. 48 h después se realizó la 

transfección cuando el porcentaje de confluencia fue de alrededor del 80% con el método de 

liposomas con Fugene HD Transfection Reagent® (Promega). 24 h post-transfección se renovó 

el medio de cultivo. Simultáneamente se añadió una solución de H2O2 100 µM a un pozo, como 

control positivo de estrés oxidante, y se incubó la placa 2h a 37°C en ambiente húmedo con CO2 

al 5%. Al finalizar el tiempo de incubación, el control positivo se lavó 3 veces con PBS y se renovó 

el medio de cultivo de todos los pozos. En oscuridad se añadió el reactivo CellROX Green 

Reagent (Invitrogen, ThermoFisher Scientific),) a una concentración final de 10 µM y se mezcló 

con el medio de cultivo, de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Tras 0.5 h de 

incubación con la sonda de detección de ROS, las células fueron lavadas 3 veces con PBS y 

fijadas con paraformaldehído frío al 0.25% en PBS, incubando 15 minutos en agitación constante 

protegida de la luz. Por otro lado, se obtuvieron extractos proteicos de las células adheridas a los 

pozos que quedaron tras retirar los cubreobjetos para realizar WB y confirmar la expresión de E1 
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y E2.  Finalmente, después de fijar, las células fueron lavadas 3 veces con PBS frío y se montaron 

sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje FluoromontTM Aqueoeus Mounting medium y 

madurando por 2h las inmunofluorescencias. Inmediatamente se capturaron microfotografías en 

el microscopio de epifluorescencia EVOS FL (Thermo Fisher Scientific), normalizando el tiempo 

de exposición a la luz de excitación con un cronómetro. 

 

6.19. Análisis estadístico 

Para la comparación de resultados se realizaron análisis estadísticos empleando el programa 

GraphPad Prism 5 aplicando la prueba de Dunnet que compara la media de cada tratamiento con 

la media del control. Se realizaron 3 ensayos independientes, los datos se expresan como la 

media +- la desviación estándar,  �̅� ± 𝐷𝐸. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1.    E1 y E2 de VPH18 se expresan en la línea celular HEK-293 y U-2 OS 

 

Este trabajo se centra en el papel del VPH18, específicamente de sus proteínas de expresión 

temprana E1 y E2, además se incluyó a la proteína E1 de VPH11 como modelo de VPH de bajo 

riesgo. Para el establecimiento del modelo de estudio, inicialmente se recuperaron los plásmidos 

de expresión de las proteínas de interés transformando bacterias E. coli DH5α. Una vez que se 

obtuvieron los plásmidos purificados, estos se secuenciaron para comprobar la identidad de los 

genes clonados. 

 

Una vez comprobada la identidad de los plásmidos se estableció el modelo de estudio 

expresando de manera individual a E1 de VPH 18 (E1-18 en adelante), E2 de VPH18 (E2-18 en 

adelante) y E1 de VPH11 (E1-11 en adelante) en la línea celular HEK-293.  

Para comprobar la expresión de E1 y E2 en HEK-293 se realizó el western blot (figura 14).  En 

este trabajo se emplearon proteínas recombinantes de E1 que en su extremo amino terminal 

tienen fusionada la etiqueta HA que nos permitió detectar mediante un anticuerpo anti-HA 

comercial a E1, esto debido a la falta de anticuerpos eficientes dirigidos contra E1 de VPH11 y 

18. Mientras que para el caso de E2 se empleó un anticuerpo comercial.  

 

La expresión de los plásmidos transfectados fue corroborada mediante western blot. En la figura 

14 A) se observa una banda de aproximadamente 72 KDa correspondiente a E1 del VPH18 o del 

VPH11. Alrededor de los 116 KDa se observa una banda que corresponde a β-galactosidasa 

(enzima del operón Lac de bacterias) en las células transfectadas, pues se empleó como control 

de transfección, para lo cual se co-transfectó al plásmido Lac Z junto con cada plásmido de interés 

y la expresión de la β-galactosidasa en cada caso indica que nuestras condiciones de transfección 

fueron exitosas en este modelo. Así bajo estas mismas condiciones, logramos observar la 

expresión de las proteínas de interés E1 de VPH18 en una banda de alrededor de 72 KDa (panel 

A, figura 14) y E2-18 en una banda alrededor de 45 KDa (panel B, figura 14). En el caso de E1 de 

VPH11, probamos dos plásmidos donados por el Dr. Mart Ustav, elegimos el que arrojó un patrón 

de expresión similar a E1-18: plásmido a, cuya banda se observó similarmente en 72 KDa en el 

panel A de la figura 14. 
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Así mismo en el panel B) se presenta la banda correspondiente a E2-18, alrededor de los 45 KDa.  

Ni las células sin transfectar (HEK-293), ni el vector vacío mostraron las bandas de E1 o E2 con 

lo que se comprueba la especificidad de los anticuerpos empleados y la expresión de las 

proteínas E1 y E2.  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar el efecto de la interacción de E1 y E2, primero se corroboró la expresión conjunta 

de E1 y E2 de VPH18 (E1+E2 en adelante) en células U2-OS co-transfectadas, mediante 

inmunofluorescencia. Así mismo, se transfectaron individualmente los plásmidos de interés. Los 

resultados que se exponen en la figura 15 muestran en el panel A) las células sin transfectar y 

aquellas que fueron transfectadas con el vector vacío en donde se observa una ligera señal de 

ruido. En contraste, en la figura 15 panel B), se observa la expresión de E1-11 y E1-18 en verde; 

ambas proteínas presentan una localización principalmente nuclear, como se denota al observar 

el empalme de las dos imágenes (merge en inglés); sin embargo, en aquellas células que 

sugieren tener mayor expresión de E1, la señal presenta una localización tanto nuclear como 

citoplasmática. En la última fila se observa la expresión de E2-18 más uniforme entre todas las 

células, localizándose tanto en el núcleo como en el citoplasma. El panel C), por su lado, muestra 

la co-expresión de las proteínas E1-18 y E2-18, como se denota por el color amarillo que toman 

algunas células en la imagen correspondiente al merge de ambas señales. Además, se observa 

una señal mayor para el caso de E1-18 respecto a E2-18. 

Figura 14. E1 y E2 se expresan en HEK-293. El western blot muestra la expresión de las proteínas 24h 

después de transfectar los plásmidos de interés en la línea celular HEK-293. En el panel A) se observa 

una banda a 120 KDa que corresponde a β-galactosidasa, con lo que se comprueba la transfección 

exitosa mediante precipitación por fosfatos de calcio, más abajo, alrededor de los 72KDa, se observa 

la banda de E1-11 y E1-18 que se encuentra ausente en las células que no fueron transfectadas (primer 

carril). El panel B) muestra la expresión de E2-18, cuya banda de 42KDa está ausente en células 

transfectadas con el vector vacío.  
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7.2.    E1 y E2 de VPH18 modulan niveles de enzimas antioxidantes 

Una vez establecido el modelo de expresión de E1 y E2 se procedieron a evaluar aspectos del 

estado redox celular. Como ahora se sabe, el estado redox puede modificarse por un lado al 

variar los niveles de ROS y por el otro, al modificar la cantidad y/o actividad de antioxidantes, así 

que se evaluaron los niveles de algunas de las principales enzimas antioxidantes, incluyendo la 

SOD, catalasa y GPX, en presencia de las proteínas virales.  

 

En la figura 16, panel A) y B) se observa una disminución significativa en los niveles de la 

superóxido dismutasa 2 (SOD2) en las células que expresan E1-18 y E2-18, este efecto fue mayor 

en las células co-transfectadas con E1 y E2 de VPH18; mientras que con E1-11, a pesar de que 

se observan niveles de más bajos SOD2, su disminución no fue significativa respecto a las células 

transfectadas con el vector.  

 

De manera similar, se evaluaron los niveles de la enzima antioxidante catalasa mostrados en el 

panel C) y E). La catalasa presentó niveles más bajos que los de SOD2, y estos niveles 

aparentemente no presentan cambios evidentes respecto al vector, sin embargo, parece haber 

un ligero incremento en E2-18, pero una disminución con E1+E2.  

La otra enzima evaluada fue GPX que no presenta cambios notorios entre el vector y las proteínas 

Figura 15. Análisis de la expresión de E1 y E2 en célulasU-2 OS. En el panel A) se muestran los 

controles negativos que corresponden a las células sin transfectar y a las células transfectadas con 

un vector vacío. El panel B) muestra las imágenes de las células transfectadas con los plásmidos que 

codifican para E1-11 (verde) primera fila, E1-18 (verde) segunda fila o E2-18 (rojo). El panel C) 

muestra la co-expresión de E1-18 (en verde) y E2-18 (en rojo). Los núcleos que fueron teñidos con 

DAPI se muestran color azul. En todos los casos del panel B) y C) se observa una expresión de las 

proteínas de interés y una localización tanto nuclear como citoplasmática. Las inmunofluorescencias 

mostradas fueron realizadas 24 h después de ser transfectadas con Fugene con los respectivos 

plásmidos de expresión.  Las microfotografías se capturaron en microscopio de epifluorescencia y 

se presentan imágenes representativas de uno de los 3 ensayos realizados. 
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de alto riesgo, pero cuando se comparan el vector versus E-11 se observa una notoria 

disminución de los niveles de GPX (panel D y E de la figura 16). 
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Figura 16. E1 y E2 varían los niveles de enzimas antioxidantes. En el panel A) se presenta la gráfica 

correspondiente a los niveles de SOD2...                                                      CONTINÚA EN LA SIGUIENTE PÁGINA 
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7.3. Las proteínas de expresión temprana E1 y E2 de VPH18 incrementan los 

niveles de especies reactivas de oxígeno 

 

Dado que observamos una disminución de la enzima antioxidante SOD2 cuando E1-18 y E2-18 

se expresan, el siguiente objetivo fue determinar el efecto de estas proteínas de expresión 

temprana en los niveles de ROS. Para esto se empleó el reactivo CellROX Green Reagent, una 

molécula permeable que en su estado reducido no emite fluorescencia, mientras que tras la 

oxidación es fluorescente (con una excitación/emisión máxima a 485/520 nm). Las 

microfotografías representativas de uno de tres ensayos se muestran en la figura 17 A)). En el 

control, las células transfectadas con el vector muestran una señal débil que concuerda con lo 

indicado por el fabricante, mientras que el control positivo, al que se incubó previamente 2 h con 

H2O2 100 µM, muestra niveles elevados de ROS. Por otro lado, se observa que tanto E1-18 como 

E2-18 presentan niveles de ROS notoriamente elevados respecto al vector e inclusive estos 

niveles parecen ser mayores a los del control positivo, este incremento también se observa en 

células con E1-11, pero en menor medida. Los diferentes ensayos muestran un patrón similar de 

distribución de ROS con puntos que concentran la señal y con una localización aparentemente 

tanto nuclear como citoplasmática (observando en campo claro, datos no presentados). Para 

corroborar la expresión de E1 y E2 en este sistema, simultáneamente se obtuvo el extracto 

proteico de las células que quedaron en cada pozo tras retirar el cubreobjetos y se realizó un 

western blot, la expresión de ambas proteínas se observa en la figura 17 B).  

Figura 16. E1 y E2 varían los niveles de enzimas antioxidantes. En el panel A) se presenta la gráfica 

correspondiente a los niveles de SOD2 en relación con el nivel basal de esta enzima antioxidante en células 

transfectadas con el vector vacío. La gráfica representa 3 repeticiones del ensayo y arroja diferencias 

significativas entre el vector y E1-18*, E2-18*, y E1+E2**, en contraste, los niveles de superóxido dismutasa 2 

(SOD2, 22 KDa) no variaron en vector vs E1-11, (prueba Dunnet p<0.05.1, las barras de error representan la 

desviación estándar). En el panel B) se muestra el western blot representativo. Adicionalmente, se evaluaron los 

niveles de catalasa (60 KDa), panel D), sin observar cambios aparentes como se observa en el panel C) 

(densitometría promedio de las dos repeticiones, Cat/α-actinina y GPX/α-actinina); mientras que los niveles de 

glutatión peroxidasa (GPX, 22 KDa) disminuyeron notoriamente con E1-11 respecto al vector, se muestran un 

ensayo de western blot. En los ensayos que corresponden a western blot cada carril se cargó con 25 µg del 

extracto proteico obtenido 24 h después de transfectar la línea celular HEK-293 por lipofección, el control de 

carga es la α-actinina que presenta un peso molecular de 100 KDa. 
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7.4. E1 y E2 de VPH18 inducen daño a DNA medido por la ɣ-H2AX 

Demostramos que E1 y E2 de VPH18 disminuyen los niveles de la SOD2 y que hay un incremento 

de los niveles de ROS, en un escenario estos dos eventos podrían estar relacionados. Dado que 

el estrés oxidante generado por las proteínas virales es una potencial fuente de daño a DNA, se 

decidió evaluar un marcador de daño. La variante de histona H2AX se fosforila en respuesta a la 

ruptura de DNA de doble cadena (DSBs, del inglés double strand breaks), por lo que se empleó 

como marcador de daño a DNA un anticuerpo dirigido contra la forma activa fosforilada de esta 

histona,ɣ-H2AX (fosforilada en la serina139). Las microfotografías tomadas en un microscopio 

confocal se presentan en la figura 18. En la segunda fila se observa que en las células que 

expresan E1-18 (verde) o E1+E2, existe un incremento en la señal de ɣ-H2AX. Sin embargo, este 

efecto no se observó cuando las U-2 OS expresaban exclusivamente a E2-18 (rojo). Mientras que 

tanto las células transfectadas con E1-11, como las transfectadas con el vector, mostraron niveles 

similarmente bajos de esta señal, que fueron menores a los niveles observados en las células no 

transfectadas.  

  

Figura 17. E1 y E2 de VPH 18 incrementan los niveles de especies reactivas de oxígeno. A) Los niveles de ROS 

se evaluaron en células U-2 OS 24h después de ser transfectadas. El control positivo fue incubado con H2O2 

100µM 2h previas a la adición a toda la placa del reactivo CellROX Green Reagent (Invitrogen, ThermoFisher 

Scientiic) 10µM durante 0.5h, se muestran imágenes representativas de un experimento. Las microfotografías 

se capturaron en un microscopio de epifluorescencia cuidando que cada campo estuviese expuesto sólo 30s 

a la luz emitida. Se muestran imágenes representativas de 3 ensayos distintos. E1-18, E2-18 y E1+E2 presentan 

los niveles más altos de ROS comparables (o mayores) a los niveles del control positivo (vector+ H2O2 100µM), 

seguidos de E1-11, con respecto a las células transfectadas únicamente con el vector. B) Expresión de E1-18 

y E2-18 en las células empleadas en el ensayo de CELLROX.  
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Figura 18. E1 y E2 de VPH18 incrementan la señal de ɣ-H2AX. Células U-2 OS fueron transfectadas con los plásmidos correspondientes 

mediante lipofección con Fugene. 24 h post-transfección se realizó una inmunotinción (en color magenta) para detectar ɣ-H2AX como 

marcador de ruptura de la doble cadena de DNA. E1-18 o E1-11 se observan en color verde, E2-18 en color rojo y los núcleos fueron teñidos 

con DAPI (en color azul). E1-18 sólo y en presencia de E2-18 incrementan la señal de ɣ-H2AX, a diferencia de E1-11 y también E2-18 que 

presenta niveles similarmente bajos con respecto a células transfectadas con el vector. Imágenes representativas de 3 ensayos realizados. 
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8. DISCUSIÓN 

Los avances que ha habido hasta ahora nos han permitido conocer más acerca del cáncer 

asociado al VPH; sin embargo, dentro de este proceso maligno aún existen aspectos importantes 

que permanecen desconocidos o poco entendidos. Tal es el caso del evento o los eventos clave 

que permiten la integración del genoma viral al genoma celular, que permanecen desconocidos 

y que finalmente son los que conducen a la sobreexpresión de las oncoproteínas virales (E6 y 

E7) y de esta manera a la progresión hacia cáncer. Entre los factores ambientales, el estrés 

oxidante es un candidato que se ha propuesto con base en la alteración del estado redox  

encontrada tanto en muestras de pacientes, como en líneas celulares derivadas de cáncer 

cervicouterino, en las que se presenta estrés oxidante, a diferencia de muestras de mujeres 

sanas65,77.  

Ahora se sabe que las oncoproteínas virales E6 y E7 de los virus de alto riesgo alteran el estado 

redox celular71–73 pero poco o nada se sabe acerca de  E1 y E2. Por lo cual, es importante conocer 

si estas proteínas virales, que al igual que E6 y E7 se expresan desde el inicio de la infección, 

podrían contribuir a la carcinogénesis mediante la modulación del estado redox celular, la 

inducción de estrés oxidante y/o el daño a DNA.  

Para responder estas preguntas se estableció un modelo de expresión de E1 y E2 de VPH18 

(uno de los principales virus de alto riego) en las líneas celulares HEK-293 y U-2 OS, que  

previamente han demostrado ser un buen modelo de estudio de los mecanismos de acción de 

dichas proteínas34,74,78,79. Además, el hecho de que sólo algunos de los virus que infectan al ser 

humano sean capaces de inducir la aparición de cáncer nos conduce a plantear que existen 

diferencias y/o ventajas en los virus de alto riesgo que los hace potencialmente oncogénicos. 

Estas diferencias se sabe que existen, por ejemplo en el caso de E6 y E7 de diferentes tipos de 

VPH21; así que para determinar si en este contexto se presentaba alguna diferencia respecto a 

E1-18 incluimos en los experimentos a E1 de VPH11, el cual es uno de los virus más comunes 

de bajo riesgo. Al mismo tiempo, sabíamos que E1 y E2 colaboran en diversas funciones 

biológicas y nos cuestionamos si, más allá de su papel en la replicación, estas proteínas virales 

también podrían cooperar entre sí en la modulación del estado redox, por lo que decidimos probar 

el efecto tanto de la expresión individual, como de la co-expresión de E1 y E2 de VPH18. 

Para evaluar el efecto  de la presencia de ambas proteínas se eligió co-transfectar células U-2 

OS, pues esta línea celular ha mostrado ser un buen modelo para el estudio de proteínas de VPH 

expresadas de forma exógena78. En la figura 15 observamos que ambas proteínas se encuentran 
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en el núcleo, resultados que consideramos consistentes con la biología del VPH, pues se requiere 

que ambas proteínas estén en el núcleo para poder llevar a cabo sus funciones en la replicación. 

Una vez establecido el modelo de estudio y sabiendo ahora que el estrés oxidante podría ser un 

vínculo entre las infecciones con VPH y su progresión hacia cáncer, nos dimos a la tarea de 

evaluar los niveles de tres de las enzimas cuyos niveles están alterados en muestras de pacientes 

con CaCu: catalasa, superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa65. Las defensas antioxidantes 

son extremadamente importantes para regular los niveles de ROS y el estado redox celular, 

impidiendo de esta manera que se genere algún daño oxidante en las células. Dicha protección 

se lleva a cabo en las células por un sistema complejo en el que los sustratos y las enzimas que 

los transforman se encuentran en una red de cooperación, como se puede visualizar en el 

esquema de la figura 13. Los antioxidantes enzimáticos más eficientes incluyen precisamente a 

la SOD, la CAT y la GPX, cuyas reacciones enzimáticas se encuentran estrechamente 

relacionadas45, como se muestra en las reacciones siguientes: 

 

La catalasa (EC1.11.1.6) es una enzima tetramérica que consiste en 4 subunidades idénticas de 

60 KDa, cuya banda observamos en la figura 16 panel E. La CAT reacciona muy eficientemente 

con el H2O2 para formar agua y oxígeno molecular (reacción [2]). El peróxido de hidrógeno es 

destoxificado por la catalasa y por la glutatión peroxidasa (EC 1.11.1.19), una enzima que 

contiene selenio-cisteína en sus 4 subunidades que observamos a 22KDa en la figura 16. La GPX 

cataliza la reducción del peróxido de hidrógeno utilizando GSH (reacción [3]), que es uno de los 

mecanismos de defensa antioxidante más esenciales80. La GPX1 que estudiamos se localiza en 

la matriz mitocondrial81 y sus niveles no presentaron cambios aparentes entre las células que 

expresaban las proteínas virales de alto riesgo y el control en los dos ensayos realizados; sin 

embargo, los niveles de esta enzima disminuyeron notoriamente cuando E1-11 se expresaba, y 

a pesar de que la observación no es concluyente puesto que requiere un mayor número de 

ensayos, podría indicar que no sólo los virus de alto riesgo son capaces de modular el estado 

redox, sino que también los VPH de bajo riesgo, aunque probablemente por mecanismos 

diferentes, pero de algún modo requieren inducir un estrés oxidante para la formación de su 



 

44 

cápside, como sustentan varios autores69,70. Es interesante notar que los niveles de la CAT 

presentaron variaciones evidentes entre todos los grupos de estudio, sin embargo, pareciera que 

únicamente cuando E2-18 se expresa, los niveles de catalasa se incrementan ligeramente. Esta 

sutil variación podría ser en respuesta al incremento de los niveles de ROS observados por Lai y 

colaboradores75 durante la expresión de E2 de VPH18 durante el cambio metabólico en la 

mitocondria. 

Uno de los antioxidantes enzimáticos intracelulares más efectivos es la superóxido dismutasa 

(EC.1.15.1.1) que cataliza la dismutación del altamente reactivo radical anión superóxido, en  

peróxido de hidrógeno y en oxígeno molecular, ambas especies menos reactivas (reacción [1])45. 

La regulación de la concentración de O2
-• es tan importante que las células poseen 3 diferentes 

enzimas SOD codificadas por distintos genes, su naturaleza difiere en la localización y el metal 

que emplean como cofactor. La SOD1 es principalmente citosólica y emplea como cofactor 

Cu/Zn, al igual que la SOD3 que es secretada y se encuentra en la membrana citoplasmática, 

mientras que la SOD2 emplea Mn y se localiza en la matriz mitocondrial. De estos tres 

compartimientos celulares, la mitocondria cobra mayor relevancia al ser la principal fuente celular 

del radical O2
-•, por la fuga de electrones de los complejos I,II y III durante el proceso de 

fosforilación oxidativa80,82. 

Nuestros resultados revelan que los niveles de la superóxido dismutasa 2 (SOD2) disminuyen 

significativamente cuando se expresan E1-18 o E2-18 y esta disminución en los niveles 

enzimáticos es aún más marcada cuando se co-expresan E1+E2 (figura 16 panel A y B). 

Interesantemente no se presentó una disminución estadísticamente significativa de los niveles de 

esta enzima en células que expresan la proteína E1-11 de VPH de bajo riesgo en las mismas 

condiciones experimentales, lo cual denota ser una función particular de los VPH de alto riesgo. 

La disminución de los niveles de SOD puede implicar a su vez una disminución de la actividad 

enzimática y conducir al incremento de la cantidad de O2
-•. Este radical puede oxidar rápidamente 

a las enzimas, y liberar el Fe2+ de los centros catalíticos de otras enzimas que contengan centros 

de (4Fe-4S) (e.g. 6-fosfogluconato deshidrogenasa) estableciendo el inicio de la reacción de 

Fenton (reacción[4]) y la reacción de Haber Weiss (reacción [5]), estas dos reacciones producen 

el radical hidroxilo HO•, la ROS más potente conocida en los sistemas biológicos capaz de atacar 

virtualmente cualquier blanco celular, incluyendo al DNA 56 . 
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Así  mismo el O2
-• puede reaccionar con el óxido nítrico en la mitocondria y generar más especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno81,83. De esta manera el O2
-• genera intermediarios tóxicos que 

oxidan lípidos, cofactores metálicos, proteínas y ácidos nucleicos. Entonces la diminución de 

SOD2 puede traer drásticas consecuencias a la célula debido al daño de estructuras subcelulares 

clave por las ROS y este daño podría favorecer la carcinogénesis o ser el responsable de algunas 

características de las células cancerosas84.  

Los datos que encontramos encajan con el trabajo de Lai y colaboradores75 en un posible 

escenario en el que la alteración de la morfología mitocondrial que encontraron, podría deberse 

al estrés oxidante generado por la disminución de la SOD2. El efecto de E2 de alterar la 

morfología mitocondrial únicamente se presenta con E2 de VPH de alto riesgo, la cual es capaz 

de localizarse tanto en núcleo como en citoplasma, a diferencia de la de bajo riesgo75, así el 

evento que observamos podría ser específico de los virus de alto riesgo oncogénico, en los que 

E2 es capaz de localizarse en mitocondria y de alguna manera  también es capaz de disminuir 

los niveles de la SOD2 induciendo daño mitocondrial. Esto es factible pues  la mitocondria es 

particularmente susceptible al daño por el radical superóxido y las ROS derivadas de éste atacan 

los centros de hierro-azufre u otros metales (como el Mn de la SOD2) de varias enzimas 

mitocondriales y de esta manera, repercutir en la inactivación de los complejos I y V de la cadena 

transportadora de electrones, la aconitasa, la glutatión peroxidasa y la misma SOD281.  

Además, los niveles elevados de O2
-• en la mitocondria tienen como una de sus principales 

biomoléculas blanco el DNA propio de este organelo (mitDNA), que es altamente susceptible a 

daño oxidante no sólo por la cercanía de los sitios de producción del radical, sino que también 

por la deficiencia de histonas que protejan el mitDNA58. Al O2
-• se le suman una gran cantidad de 

lipoperóxidos ya que la mitocondria es rica en ácidos grasos poliinsaturados susceptibles a 

lipoperoxidación. De este modo especulamos que uno de los primeros efectos del incremento de 

O2
-• y otras ROS derivadas puede ser causa de la disfunción mitocondrial observada por Lai y 

colaboradores75, resultando en una disfunción de los procesos vitales. 
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De manera similar, la disminución de SOD2 causada por la expresión de E1-18 es un evento que 

también podría influir en la alteración de los niveles de ROS y este efecto nunca antes se descrito 

para E1. Así, en las condiciones en las que se co-expresan E1+E2 podría haber un efecto 

cooperador que observamos en una alteración potenciada de los niveles enzimáticos. E1 y E2 

son proteínas poco estables cuyo tiempo de vida media se incrementa por la interacción  entre sí 

y que la unión de E2 con E1 de VPH 18 se da a través del dominio N-terminal de E234 (ver figura 

4), que es un blanco para la degradación proteica vía proteosoma, dado lo cual podría 

considerarse que E2 queda protegida de la degradación cuando se encuentra unida a E1, así 

entonces, el efecto mayor que se observa con E1+E2 podría deberse a la estabilización mutua 

de ambas proteínas. Sin embargo, cabe señalar que esta idea no excluye la posibilidad de que 

se esté presentando un efecto sinérgico y que por ello se observe un mayor efecto en presencia 

de ambas proteínas, por lo cual serían necesarios más experimentos que prueben dichas ideas. 

La expresión o actividad enzimática alteradas de la SOD2 se ha ligado a muchas enfermedades 

incluyendo desórdenes neurológicos y cáncer, dado que la mitocondria participa en muchas 

funciones celulares, incluyendo producción de ATP a través de la fosforilación oxidativa y otros 

aspectos del metabolismo, regulación del ciclo celular, respuesta a estrés y apoptosis81. Así, 

muchos autores han encontrado niveles de SOD2 alterados a lo largo del proceso carcinogénico 

de varios tipos de cáncer67. En general se observa que los niveles de SOD2 están disminuidos 

en las células cancerosas en comparación con células normales81, datos que sustentan nuestra 

hipótesis. 

Además, es importante considerar que la disminución de la SOD2 por la proteínas virales puede 

favorecer el proceso carcinogénico al inducir la alteración de la función mitocondrial y el desarrollo 

del fenotipo metabólico observado en las células cancerosas en el efecto Warburg que Lai y 

colaboradores75 encontraron con la expresión de E2 de VPH18. El efecto Warburg es un cambio 

en la generación de ATP a través de la fosforilación oxidativa a la generación de ATP a través de 

la glicólisis que es una vía mucho más rápida. Algunos autores mencionan que este evento puede 

estar favorecido por la alteración de la función mitocondrial debida a la disminución de la SOD2 

en las células cancerosas85. 

Por otro lado, se ha encontrado que algunas de las ROS generadas durante la disminución de la 

SOD2 pueden atravesar las membranas celulares y difundir59, este fenómeno explicaría los 

niveles incrementados de ROS que observamos cuando se expresan E1-18, E2-18 y E1+E2 en 

la figura17. Sin embargo, este efecto de estrés oxidante no se observa tan marcadamente cuando 

E1-11 se expresa. El reactivo empleado CellROX Green reagent se une al DNA y por esto su 
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señal está principalmente localizada en el núcleo y en la mitocondria. Planteando un posible 

escenario, la disminución de la SOD2 por las proteínas virales de VPH18 induce una elevación 

de los niveles de ROS, niveles que son comparables con el control positivo al que se retó con 

100 µM de peróxido de hidrógeno indicando que las proteínas virales de los VPH de alto riesgo 

son capaces de inducir incremento de ROS, los mecanismos de estos procesos aún quedan por 

describirse.  

Entonces, considerando que 1) E1 y E2 de VPH18 inducen elevación de los niveles de ROS, 2) 

las ROS generadas en la mitocondria son capaces de difundir y 3) en otros modelos se ha 

demostrado que la reducción de los niveles de la SOD2 causa daño a DNA81, decidimos explorar 

si las proteínas virales son capaces de producir daño a DNA. 

Para evaluar el daño a DNA empleamos como marcador la variante de histona ɣH2AX, cuyo 

estado de fosforilación está asociado al DNA dañado. Como respuesta a rupturas de la doble 

cadena de DNA (DSB), ATM y/o DNA-PK fosforilan la histona H2AX en la serina 139 para formar 

ɣH2AX, evento crítico inicial para la vía de reparación de DNA dañado86. Los resultados obtenidos 

en el análisis de inmunofluorescencia (figura 18) demuestran que la expresión de E1-18 o E1+E2 

incrementan los niveles de este marcador, indicando que bajo estas condiciones se induce una 

ruptura de la doble cadena de DNA. Esta inducción de daño a DNA por proteínas virales, se 

reportó previamente por Reinson y colaboradores74, que mediante un ensayo cometa encontraron 

daño a DNA cuando se expresaba E1-16 o E1+E2 de VPH16, efecto que no se repitió con E1 de 

VPH11, estos son resultados semejantes a los obtenidos en el presente estudio con E1 y E2 de 

VPH18.  El daño a DNA inducido por estrés oxidante promovido por estas proteínas virales nunca 

antes se ha reportado. Por lo que, en este trabajo mostramos un nuevo escenario en el que 

proteínas del VPH18 que no tienen la capacidad oncogénica per se, pueden cooperar con el 

proceso carcinogénico a través de otros mecanismos mediados por el daño oxidante. 

Respecto a las diferencias observadas entre el efecto inducido por las proteínas de VPH18 y el 

efecto causado por E1 de VPH11 puede deberse a que: 1) el contexto que genera la expresión 

de todas las proteínas de los virus de alto riesgo induce como respuesta las propiedades 

transformantes de E6 y E7,  a la par de una evolución de E1 y E2 tal que las hace diferentes con 

su contraparte, un contexto de virus de bajo riesgo oncogénico, hipótesis que es apoyada por 

Demeret y colaboradores31 o a que 2) La estructura secundaria difiere entre E2 de VPH de bajo  

y alto riesgo30, y este evento podría ampliarse para  explicar diferencias entre E1 de virus de bajo 

y alto riesgo.   
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Así, en un ambiente en el que las proteínas E1 y E2 de VPH18 disminuyen los niveles de SOD2 

y a la par incrementan los niveles de ROS y el daño a DNA, podría implicar el hecho de que la 

mayoría de los tumores positivos a VPH18 y más de la mitad de los positivos a VPH16 contienen 

el genoma de VPH integrado, contribuyendo a la progresión tumoral propuesta38.  

De este modo la capacidad de las proteínas E1 y E2 de VPH18 de inducir estrés oxidante y su 

patrón de expresión, que hace que estén presentes desde etapas tempranas y durante la mayor 

parte del ciclo viral29, podría influir inicialmente en la persistencia de la infección (al generar un 

mayor título viral favorecida por la formación de enlaces disulfuro en la cápside), y más tarde en 

la integración del genoma viral (al inducir daño a DNA) o en la adquisición de las características 

oncogénicas (al modificar procesos mitocondriales como el metabolismo aerobio y dañar 

biomoléculas esenciales y vías de señalización). Por lo tanto, además de evaluar el daño al DNA 

en presencia de las proteínas virales, es importante buscar otros efectos celulares, derivados de 

la disminución de SOD2 e incremento de ROS celulares.  
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9. CONCLUSIONES 

9.1. Conclusiones particulares 

Las proteínas E1 y E2 de VPH18, así como E1-11 se expresan eficientemente en células HEK-

293 y en U-2OS transfectadas. 

La expresión individual o conjunta de E1 y E2 de VPH18 induce una disminución de los niveles 

de la superóxido dismutasa. Mientras que los niveles de catalasa y glutatión peroxidasa no varían 

con la expresión de estas proteínas. 

La expresión individual o conjunta de E1 y E2 de VPH18 induce un incremento en los niveles de 

especies reactivas de oxígeno. 

Se presenta ruptura de la doble cadena de DNA en aquellas células que expresan individualmente 

E1-18 o conjuntamente E1 y E2 de VPH18. 

 

9.2. Conclusión general 

Con estos resultados se concluye que las proteínas E1 y E2 de VPH18 promueven la 

disminución de superóxido dismutasa 2 en un modelo de líneas celulares, lo que se asocia con 

un incremento de las especies reactivas de oxígeno. Estos eventos pueden participar en la 

inducción de daño a DNA observado por el incremento en los niveles de ɣ-H2AX. De esta 

manera, las proteínas E1 y E2 podrían promover entre otras cosas, la integración del genoma 

viral al genoma celular. 

  

Figura 19. Esquema final. La proteína E2 del Virus del Papiloma Humano se localiza en el núcleo y 

posteriormente en la mitocondria donde altera los niveles enzimáticos de SOD2 induciendo un 

incremento en los niveles de especies reactivas de oxígeno que a su vez generan daño celular. 
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10. Perspectivas 
Como principal perspectiva de este proyecto es determinar si el daño a DNA observado en este 

trabajo, se debe directamente a las especies reactivas de oxígeno incrementadas por E1 y E2 de 

VPH18. Nos encontramos analizando este aspecto, mediante el uso de un antioxidante como la 

N-acetilcisteína (NAC).  De este modo si en las células protegidas con NAC el daño a DNA se ve 

abatido, podríamos demostrar que efectivamente la ruptura de la doble cadena está favorecida 

por las proteínas de expresión temprana y mediada por estrés oxidante. 

Por otro lado, como es conocido, el estrés oxidante puede dañar muchos elementos de la célula; 

por este motivo proponems determinar otros posibles efectos del incremento de los niveles de 

ROS dado por las proteínas de expresión temprana de VPH, como niveles de proteínas 

carboniladas, lipoperoxidación, y la relación de GSH/GSSG. 

Hasta este punto hemos evaluado la posibilidad de que las ROS sean la fuente del daño 

observado, sin embargo se debe considerar que el daño a DNA pueda incrementar los niveles de 

ROS como un importante mecanismo de regulación de muerte y supervivencia celular86.  
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12. Anexos 

 
Anexo 1: Soluciones y medios de cultivo 

1.1 Medio LB 

Bacto-Peptona  10 g 

Extracto de levadura    5 g 

NaCl    10 g 

H2O    aforar a 1 L 

 

1.2 Amortiguador CaCl2-Tris pH 7.5 

CaCl2    100 mM 

Tris     10 mM pH 7.5 

 

1.3 Agar LB con ampicilina 

Bacto-Peptona  10 g 

Extracto de levadura    5 g 

NaCl    10 g 

Agar bacteriológico  1.5% p/v 

Ampicilina   100 µg/mL 

H2O destilada  aforar a 1 L 

 

1.4 Eagle de Dulbecco modificado (DMEM) enriquecido con suero bovino fetal  

DMEM-F12(Gibco)  1 sobre 

NaHCO3   1.2 g/L 

Suero bovino fetal (Gibco) 10% v/v 

 

1.5 Tris-EDTA  

Tris-HCl   10 mM pH 7.9  

EDTA     1 mM 

 

1.6 HBS 2X  

Hepes     50 mM  

NaCl     0.28 M 

NaHPO4.12 H2O   1.5 mM, pH 7.12 
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1.7 Solución de trabajo de ácido bicinconínico y sulfato de cobre 

Solución de ácido bicinconínico(Sigma) 100 partes 

Solución de sulfato de cobre (II)          2 partes 

 

1.8 Amortiguador de carga 2x  

Tris-HCl    1 M pH 6.8 

Dodecilsulfato de sodio SDS 10% p/v 

Azul de bromofenol  20 mg 

Glicerol    2 mL 

Ditiotreitol (DTT)  308 mg 

H2O destilada  aforar a 10 mL 

 

1.9 Geles de acrilamida al 12% 

 Gel concentrador   Gel separador 

Acrilamida 30%/ N,N'-biscarilamida 
400 µL 4 mL 

Tris-HCl 1.5 M pH 6.8 
320 µL ---- 

Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 
---- 2.8 mL 

SDS 10% p/v 
25 µL 100 µL 

Persulfato de amonio 10%  
25 µL 66 µL 

N,N,N,N'-tetrametiletilendiamina 

(TEMED) 

2 µL 6 µL 

  

1.10 Amortiguador de corrida 1x 

Tris base     3.03 g 

Glicina    14.42 g 

SDS        1.0 g 

H2O destilada     aforar a 1L 
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1.11 Amortiguador de transferencia 

Tris-base     3.03 g  

Glicina    14.42 g 

SDS        1.0 g 

Metanol     25% 

H2O destilada     aforar a 1 L 

 

1.12 TBS- T 1x 

Tris base   2.42 g 

NaCl    8.0  g  

Tween-20    1.0% 
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