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Resumen 

La infección persistente por Virus del Papiloma humano (VPH) es un requisito 

necesario, aunque no suficiente para el desarrollo de cáncer cervicouterino; existen 

factores de riesgo asociados a la infección por el virus que permiten el 

establecimiento de la enfermedad. 

El estrés oxidante (OS, por sus siglas en inglés) se ha propuesto como un factor de 

riesgo para el desarrollo del cáncer de cervicouterino. Son pocos los estudios en 

que se ha evaluado el estado redox y el OS asociado a la infección por el VPH. El 

objetivo de este trabajo fue determinar la modulación del estado redox ejercido por 

las proteínas de expresión tempana E1, E2, E6 y E7 de los VPH16 y 18. Se evaluó 

la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), la 

relación de glutatión y disulfuro de glutatión (GSH/GSSG), niveles y actividad de las 

enzimas antioxidantes catalasa y superóxido dismutasa (SOD) y daño del ácido 

desoxirribonucleico (DNA), en células epiteliales con expresión ectópica de las 

proteínas virales. Este trabajo muestra que la oncoproteína E6 disminuye la relación 

GSH/GSSGG y los niveles de catalasa y su actividad enzimática. Esto se asoció 

con un aumento en la producción de ROS y daño al DNA. En contraste, la 

oncoproteína E7 aumentó GSH/GSSG, así como los niveles de catalasa y su 

actividad, que se relacionaron con una disminución de ROS sin afectar la integridad 

del DNA. La co-expresión de las oncoproteínas E6 y E7 neutralizó los efectos que 

se observaron independientemente para cada una de las proteínas vírales. 

Respecto a las proteínas E1 y E2, se demostró que la expresión combinada de las 

proteínas E1 y E2 aumentó la actividad de catalasa, así como los niveles de ROS 

con el consiguiente incremento en el marcador de daño al DNA, fosfo-histona 2AX 

(γH2AX); también se presentó una disminución de GSH/GSSG y en los niveles de 

la enzima SOD2. Este estudio demuestra que las proteínas de expresión temprana 

del VPH modulan diferencialmente el estado redox celular y el daño al DNA. 
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Abstract 

Oxidative stress has been proposed as a risk factor for cervical cancer development. 

However, few studies have evaluated the redox state associated with human 

papillomavirus (HPV) infection. The aim of this work was to determine the role of the 

early expressed viral proteins E1, E2, E6 and E7 from HPV types 16 and 18 in the 

modulation of the redox state in an integral form. Therefore, generation of reactive 

oxygen species (ROS), concentration of reduced glutathione (GSH), levels and 

activity of the antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase (SOD) and 

deoxyribonucleic acid (DNA) damage, were analyzed in epithelial cells ectopically 

expressing the viral proteins. Our research shows that E6 oncoproteins decreased 

GSH and catalase protein levels, as well as its enzymatic activity, which was 

associated with an increase in ROS production and DNA damage. In contrast, E7 

oncoproteins increased GSH, as well as catalase protein levels and its activity, which 

correlated with a decrease in ROS without affecting DNA integrity. The co-

expression of both E6 and E7 oncoproteins, neutralized the effects that were 

independently observed for each of the viral proteins. Additionally, the combined 

expression of E1 and E2 proteins increased ROS levels with the subsequent 

increase in the marker for DNA damage, the phospho-histone 2AX (H2AX). A 

decrease in GSH, as well as SOD2 levels and activity were also detected in the 

presence of E1 and E2, even though catalase activity increased significantly. This 

study demonstrates that HPV early expressed proteins differentially modulate 

cellular redox state and DNA damage.  
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Abreviaturas 

 

OMS  Organización Mundial de la Salud 

VPH  Virus del Papiloma humano, VPH (Human papilomavirus, HPV) 

VPH-AR         Virus del Papiloma humano de alto riesgo 

LCR  Región larga de control (del inglés Long Control Region) 

DBD              Dominio de unión a DNA  

TAD  Dominio de transactivación 

RONS Especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (del inglés Reactive 

oxygen and nitrogen species) 

CAT Catalasa 

SOD Superóxido dismutasa 

GSH Glutatión reducido 

GSSG Glutatión oxidado 

NOXs  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidases 

ER retículo endoplasmático (del inglés endoplasmatic reticulum) 

GA Aparato de Golgi (del inglés Golgui aparatus) 

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidermal (del inglés epidermal 

growth factor receptor) 

COX2 ciclooxigenasa 2 (del inglés cicloxiganase) 

hTERT transcriptasa reversa de la telomerasa (del inglés human telomerase 

reverse transcriptase) 

OS estrés oxidante (del inglés oxidative stress) 
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Introducción 

 

Cáncer cervicouterino 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer cérvicouterino 

(CaCU) es la cuarta causa de muerte por cáncer en mujeres a nivel mundial y la 

segunda debido a este mal en México1.  

Se ha reconocido a la infección persistente por el Virus del Papiloma humano (VPH) 

como causa necesaria para el desarrollo de CaCU, puesto que se ha demostrado, 

tanto por estudios epidemiológicos, moleculares y citológicos la presencia del 

genoma viral en muestras de cáncer cervicouterino en un 99.8% de los casos2. La 

infección por VPH es una enfermedad de transmisión sexual y ha sido asociada a 

verrugas genitales y a otros tipos de cáncer como: cáncer de cavidad oral y de 

orofaringe3, cáncer de pene4, vagina5, vulva6 y ano7.  

Los VPHs están clasificados como de alto y bajo riesgo de acuerdo a su potencial 

oncogénico. Los VPHs de alto riesgo (VPH-AR) son los que se asocian al desarrollo 

de cáncer, representados principalmente con los tipos VPH 16 y 18 en un 70%8. 

 

VPH 

El VPH es un virus desnudo con un genoma circular de DNA de doble hebra, la 

cápside está compuesta de 72 capsómeros y alberga al genoma viral. Este genoma 

se divide en tres regiones: la región que corresponde a las proteínas tempranas (E1, 

E2, E4, E5, E6 y E7), necesarias para la replicación viral, la regulación de la 

transcripción y la inmortalización y transformación celular; la región que codifica a 

las proteínas tardías (L1 y L2) que inducen la liberación del virion y la estructura de 

la cápside y la región larga de control LCR (por sus siglas en inglés, Long Control 

Region), que contiene al origen de replicación y al promotor temprano que permiten 

la replicación y la expresión del genoma viral, respectivamente9 (Figura 1).  
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Figura 1. A) Representación esquemática del VPH, los capsómeros formados por 5 

proteínas L1 están marcados en amarillo y las proteínas L2, en medio del capsómero, en 

rosa, una hebra de cadena doble de DNA que sale de la partícula viral se observa en azul 

y rojo. B) El genoma viral está formado por una región larga de control o LCR, una región 

de expresión temprana que codifica para las proteínas E6, E7, E1, E2, y E5 representada 

en verde, donde se encuentran los oncogenes E6 y E7 marcados en rojo y una región de 

expresión tardía que codifica para las proteínas E4, L1 y L2 representadas en amarillo. 

 

 Región Larga de Control 

El ciclo viral del VPH inicia una vez que el VPH infecta y se introduce en su célula 

blanco. Después de este proceso, el DNA viral es transportado al núcleo para iniciar 

la transcripción y replicación del virus10. La LCR contiene varios sitios de regulación 

tanto para la replicación como la transcripción viral11. Estos procesos celulares son 

inducidos por la interacción directa entre diferentes componentes celulares y virales 

con la LCR. Por ejemplo, la LCR tiene secuencias específicas para la asociación de 

E1 y E2 promoviendo la replicación del virus, así como su transcripción; además, 

contiene secuencias de unión a componentes de la maquinaria de transcripción 

como SP1 y TBP, así como de receptores de glucocorticoides que inducen la 

transcripción del genoma viral11.  
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Proteínas del VPH 

 E1 

La proteína E1 es una helicasa que participa en la replicación del DNA viral, está 

compuesta por alrededor de 681 aminoácidos (aa) y se divide en tres regiones: la 

región carboxilo terminal relacionada con la actividad de helicasa, la región donde 

se encuentra el dominio de unión a DNA o DBD (por sus siglas en inglés DNA 

Binding Domain) y una región amino terminal que es blanco de fosforilaciones, 

sumoilaciones o acetilaciones que influyen sobre la actividad de E1 y por ende en 

la transcripción y replicación viral, además de contener señales que permiten la 

entrada y salida del núcleo celular12. E1 se asocia al origen de replicación sobre la 

LCR, induciendo la formación del complejo de iniciación y el desenrrollamiento del 

DNA para promover la replicación del genoma viral. Se sabe también que E1 

interacciona directamente con la DNA polimerasa, la cual a su vez se asocia con el 

complejo de replicación RPA (por sus siglas en inglés, Replication protein A) y así 

dar paso al proceso de replicación 12. 

 

E2 

Es una proteína reguladora de la replicación y transcripción viral, esta proteína de 

300-500 aa consta en dos dominios conservados: la región amino terminal donde 

se encuentra el dominio de transactivación TAD (por sus siglas en inglés, 

transactivation domain), que es responsable de la regulación transcripcional y 

replicación virales, interaccionando con diferentes proteínas celulares. El otro 

dominio de E2 es conocido como DBD, este dominio reconoce y se une a 

secuencias especificas ACCGN4CGGT que están en la LCR del genoma viral13. 

Entre los dominios TAD y DBD se encuentra una región bisagra. Esta región no 

participa en las funciones básicas de replicación y transcripción; sin embargo, da 

estabilidad a E2, participa en la localización citoplasma-núcleo y funciona como 

espaciador entre los dos dominios evitando el impedimento estérico14. Cuando E2 

se asocia al DNA viral recluta diferentes proteínas celulares involucradas en la 
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transcripción y replicación viral. E2 participa tanto en la segregación del genoma 

viral, anclándolo a los cromosomas celulares durante la mitosis celular, como en el 

empaquetamiento para la formación de los viriones14. Entre otros blancos celulares 

de E2 se encuentra p53, dicha interacción induce arresto celular y apoptosis15. Un 

factor importante en el desarrollo de cáncer recae en la función anti-proliferativa 

ejercida por E2, puesto que puede reprimir el crecimiento celular e inducir apoptosis 

en células positivas a VPH. En parte a la represión de la transcripción de E6 y E7, 

con el consecuente aumento de p53 y pRb16. 

 

E4 

Es una proteína de aproximadamente 17 kDa. Aunque el marco abierto de lectura, 

ORF (por sus siglas en inglés, Open Reading Frame) de E4 está contenido dentro 

del ORF para E2, ésta se expresa de manera tardía, justo antes de L1 y L2. La 

expresión tardía de E4 es debida a que se encuentra regulada por un promotor 

especifico de diferenciación (p670 para VPH16) y por lo tanto sólo se acumula en 

las células diferenciadas de las capas superficiales del epitelio17. La función 

principal de E4 se ha asociado al colapso de los filamentos de queratina localizados 

en el citoplasma celular, colapso necesario para la liberación de los viriones. Otra 

de las funciones que se ha asociado a E4 es inhibir la actividad de Cdk1 induciendo 

arresto del ciclo celular en la fase G218.  

 

E5 

E5 es la proteína más pequeña codificada por el VPH, con sólo 83 aa y un peso 

molecular de 9 KDa. Está se localiza principalmente en el retículo endoplásmico 

(ER) y el aparato de Golgi (GA)19. Se ha identificado a E5 como una oncoproteína 

puesto que induce proliferación celular asociada a la sobreexposición del receptor 

EGFR (por sus siglas en ingles epidermal growth factor receptor)20. Así mismo se 

ha demostrado que E5 se une a la subunidad 16K de la V-ATPasa vacuolar de los 

endosomas disminuyendo su actividad e inhibiendo su acidificación interviniendo en 

el tráfico vesicular21. Por otra parte, se ha demostrado que en los queratinocitos 

primarios que albergan E5, los niveles de ciclooxigenasa 2 (COX 2) disminuyen, 
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impactando en la reducción de las respuestas de estrés del ER22. Así mismo, la 

presencia de E5 estimula la degradación de Bax mediada por el proteasoma, una 

proteína pro-apoptótica que regula la apoptosis inducida por H2O2
23.  

 

E6 

La oncoproteína E6 es una proteína de 150 aa con un peso molecular de 16-18 

KDa. E6 de los VPH de alto riesgo tienen la capacidad de inducir inmortalización, 

inhibir la apoptosis celular o evitar las interacciones célula-célula24. Por ejemplo, se 

ha encontrado que E6 puede asociarse con hTERT (por sus siglas en inglés, human 

telomerase reverse transcriptase), polimerasa que alarga los extremos teloméricos 

de los cromosomas celulares, induciendo su activación y permitiendo la 

inmortalización celular25. Otra característica importante de las proteínas E6 de los 

VPH de alto riesgo es su asociación con la ubiquitina ligasa E6AP (del inglés E6 

associated protein), por medio de la cual puede asociarse con p53 promoviendo su 

degradación vía proteosoma y así bloquear la apoptosis celular26. E6 de los VPH-

AR también puede marcar a proteínas con dominios PDZ como human disc large 

(hDLG), multi-PDZ domain protein 1 (MUPP) y hSCRIBb para su degradación 

utilizando el mismo mecanismo que con p53. Estas proteínas están relacionadas 

con la transformación celular debido a la capacidad de regular las interacciones 

célula-célula, y la polaridad celular24. Por otra parte, los transcritos E6 expresados 

a partir de losVPH de alto riego sufren de procesamiento alternativo (splicing) y las 

isoformas resultantes de este procesamiento son denominadas E6*, que son formas 

truncadas de E6 y que carecen del extremo carboxilo terminal27. Se ha mostrado 

que estas isoformas de E6 regulan o antagonizan los efectos de E6 completa, un 

ejemplo de lo anterior es la inhibición en la degradación de p53 por E6 completa 

cuando E6* esta presente28. 

 

E7 

La oncoproteína E7 es una proteína compuesta de 100 aa, con un peso molecular 

de aproximadamente 10 KDa. Esta proteína tiene una enorme capacidad de 

transformación debido a su capacidad para inducir la degradación de la proteína 
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supresora de tumores pRb, vía proteosoma29. pRb es una proteína clave en el 

control de la proliferación celular. La degradación de pRb induce la liberación de 

E2F, induciendo a las células a entrar a la fase S (fase de síntesis) del ciclo celular30. 

E7 también está implicada en otros procesos celulares como: transcripción genica, 

reprogramación epigenética, degradación proteica, integridad genómica o muerte y 

metabolismo celular31. 

 

L1 y L2 

Las proteínas L1 y L2 son proteínas expresadas en la fase tardía del ciclo viral. 

Estas proteínas se ensamblan para construir la cápside del VPH. L1 es una proteína 

de 57 KDa que compone el 80% de la cápside la cual contiene 360 copias de L132. 

Mientras que L2 es una proteína de 53 KDa y constituye el 20% restante de la 

cápside con 7233. Se sabe que cinco unidades L1 se asocian entre sí formando un 

pentámero L1, en el hueco de cada pentámero L1 se asocia una proteína L2, a este 

complejo se le llama capsómero, por lo que la cápside del VPH está compuesta por 

72 capsómeros en una red icosaédrica34. Una vez ensamblado el virion, estos son 

liberados y se puede iniciar nuevamente el ciclo viral a través de L1, el cual se ancla 

al receptor heparán sulfato (HS) contenido tanto en la matriz extracelular como en 

las células blanco del VPH. Al asociarse L1 con HS se produce un cambio 

conformacional de las proteínas de la cápside induciendo la exposición del amino 

terminal de L2 el cual es cortado por una proteasa, furina. Este evento promueve la 

asociación de L2 con receptores de membrana como / integrina para inducir 

mayor anclaje de la partícula viral a la célula hospedera y el inicio de endocitosis de 

la partícula viral35. 

  

En raras ocasiones el ciclo viral del VPH puede interrumpirse debido a la integración 

del genoma del virus al genoma celular, evento negativo para la producción de 

viriones y por ende no se encuentra dentro de la naturaleza del virus. Sin embargo, 

se ha considerado que la integración es un evento necesario para la progresión 

hacia cáncer cervicouterino, puesto que se ha reportado que el genoma de VPH 

está presente en forma episomal en lesiones de bajo grado, mientras que la 
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integración del genoma viral se observa en etapas avanzadas del carcinoma 

invasivo36. La integración genómica resulta en un aumento en la expresión y 

estabilidad de los transcritos que codifican a las oncoproteínas virales E6 y E7, 

principalmente porque hay rompimiento o deleción del marco abierto de lectura u 

ORF de E2. Debido a que E2 es una proteína que regula negativamente tanto a E6 

como E7, la pérdida del ORF de E2 resulta en un aumento de la expresión de las 

oncoproteínas E6 y E737. Es importante señalar que hay un porcentaje bajo de 

CaCU donde se mantiene el genoma del VPH en forma episomal38. Aun así, el 

desarrollo al cáncer asociado a estos casos también se ha asociado al aumento de 

las oncoproteínas E6 y E7 a consecuencia de un aumento de la forma episomal del 

virus. Este aumento de las copias del virus logra, aunque de manera menos 

eficiente, el mismo efecto que la integración del VPH39. 

 

Estrés oxidante y daño oxidante asociado a CaCU  

El desarrollo del cáncer es un evento poco frecuente en la historia natural del VPH, 

ya que debe ocurrir una infección persistente, seguido de eventos que promuevan 

la integración del genoma del VPH al genoma celular. Agentes que inducen daño al 

DNA como mecanismos ineficientes de reparación del DNA pueden desempeñar un 

papel importante en la integración del VPH. Por ejemplo, se ha observado que en 

células W12 (células que mantienen establemente episomas del VPH16), donde se 

depleta Ku70, se producen daño al DNA e integración del VPH40. Ku70 es un 

elemento crucial de los mecanismos de reparación no homóloga del rompimiento 

de doble cadena del DNA. Por su parte Someya y cols.41 demostraron que la 

actividad de la proteína cinasa dependiente de DNA, era significativamente menor 

en pacientes con CaCU que en voluntarios normales. Recientemente se ha descrito 

que el estrés oxidante (OS por sus siglas en inglés) inducido por butionina 

sulfoximina (BSO) promueve la integración del VPH16 al genoma celular en una 

línea celular que contiene el genoma viral de forma episomal42. Así la integración 

del DNA viral al DNA del hospedero puede verse potenciada por el daño tanto al 

DNA episomal como al DNA de la célula, ya que esto crearía un sitio para la 



11 
 

integración. Aunque poco explorado el OS ha sido propuesto como un evento 

candidato para la inducción de la integración y el desarrollo de cáncer43.  

 

Antioxidantes y especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (RONS) 

El equilibrio fisiológico entre las moléculas oxidantes y antioxidantes se ha definido 

como estado redox. La producción fisiológica de especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno RONS (RONS por sus siglas en inglés) está relacionada con señalización, 

proliferación y diferenciación celular44. Se sabe que la concentración neta de RONS 

(O2
.-, H2O2, -.OH, ONOO.- entre otras) en una célula está determinada por el balance 

en su producción y la capacidad de los agentes antioxidantes de removerlas45. Así 

el estrés oxidante aparece cuando la generación de RONS excede la capacidad 

neutralizante de la célula. Esta capacidad antioxidante está regida por enzimas 

como: las superóxido dismutasas (SODs), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa 

(GPx), glutatión S-tranferasa (GST)45 entre muchas otras más. Debido a este 

desbalance puede existir daño a proteínas, lípidos o DNA, mediado por el OS44.  

Estos mecanismos antioxidantes propios de la célula, responden a diferentes 

factores de transcripción (los cuales a su vez son activados por RONS) tales como: 

el factor nuclear κB (NFB), la proteína activadora 1 (AP1) y el factor relacionado al 

factor nuclear eritroide-2 (NF-E2) conocido como Nrf2 (del inglés: Nuclear Factor 

Erythroid 2-related factor)44. Nrf2 responde directamente al aumento de RONS, 

activándose y migrando hacia el núcleo induciendo un aumento en la expresión de 

genes antioxidantes. La protección contra el estrés oxidante, se da por la 

sobreexpresión de los genes de fase II como glutamato cistein ligasa (GCLM), 

glutatión S-transferasa (GST), hemooxigenasa (HO-1), catalasa y SOD, entre 

otros46. Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoría de las células, de 

modo que su actividad debe mantenerse estrictamente regulada. En otras palabras, 

la célula debe conservar un determinado estado redox para permanecer en 

homeostasis, un cambio en dicho estado puede modificar la actividad de diversas 

enzimas y factores de transcripción. Nrf2 no se encuentra libre y activo todo el 

tiempo, sino únicamente cuando se generan condiciones de estrés oxidante47. Aun 

cuando es posible detectar niveles constitutivos del ARNm para Nrf2, ha resultado 
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difícil detectar a la proteína madura, sugiriendo su rápida degradación dentro de la 

célula. La vida media de Nrf2 es muy corta y se ha estimado en un tiempo menor 

de 30 minutos en macrófagos y en varias líneas celulares48. El uso de inhibidores 

del proteosoma indica que la degradación de Nrf2 ocurre mediante la vía de 

ubiquitinación y reconocimiento del proteosoma48. Todo parece indicar que la célula 

sintetiza y degrada a Nrf2 de manera sistemática, por lo que el control primario de 

su función radica principalmente en su distribución subcelular, más que en la 

síntesis de novo. Nrf2 tiene dominios conservados para su regulación negativa a los 

cuales se une Keap1 (Kelch-like ECH- associated protein 1), una proteína quien 

suprime hasta un 80% la translocación nuclear de Nrf2 y por lo tanto su actividad 

transcripcional49. Hay que tener en cuenta que Keap1 cuenta con cisteínas cuyos 

tioles se oxidan o modifican permitiendo la disociación del complejo Nrf2-Keap1. 

Además de la oxidación directa o la modificación covalente de los grupos tioles en 

Keap1, la actividad de la proteína Nrf2 puede ser modulada por modificaciones post-

traduccionales, como pueden ser fosforilaciones en serinas y treoninas por diversas 

cinasas como fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), proteína cinasa C (PKC), la cinasa 

del N-terminal de c-Jun (JNK) y la proteína cinasa regulada por señales 

extracelulares (ERK)50. La fosforilación por estas enzimas al parecer facilita la 

disociación de Nrf2 de Keap1 y su posterior translocación. También se ha 

encontrado que la proteína cinasa p38 de la familia de las proteínas activadas por 

mitógenos (MAP) puede tanto activar como inhibir la translocación nuclear de Nrf2 

dependiendo el tipo celular del que se trate51. Así la activación de Nrf2 provoca la 

sobreexpresión de las enzimas antioxidantes y por ende la disminución y balance 

de las RONS.  

 

Estrés oxidante y daño oxidante asociados a la integración del genoma del 

VPH 

A través de diferentes procesos las RONS pueden superar los sistemas 

antioxidantes induciendo OS. Se ha postulado que el estrés oxidante podría facilitar 

la integración viral del VPH al genoma celular debido al aumento del rompimiento 

genómico tanto del hospedero como del virus, principalmente porque se ha 
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demostrado que las especies reactivas de oxigeno (ROS) están asociadas al 

rompimiento del DNA, así como a la formación de aductos y uniones cruzadas entre 

DNA y proteínas52. Por su parte las especies reactivas de nitrógeno (RNS) producen 

daños oxidativos al DNA y trasnversiones G-T en genes supresores de tumor como 

ras y p5353. Aunado a lo anterior, el daño a DNA podría ser acumulativo al no ser 

reparado por la maquinaría de reparación del DNA. Así, el daño al DNA mediado 

por el OS provee un mecanismo por el cual podría ocurrir la integración del DNA de 

VPH al genoma celular. La integración del genoma viral induce la sobreexpresión 

de los oncogenes E6 y E7 promoviendo el proceso de transformación hacia 

cáncer37.  

Antecedentes 

De Marco y cols54 encontraron que en tejidos displásicos de cérvix, positivos a VPH-

16, existe un aumento en la oxidación de proteínas involucradas en la morfogénesis 

y diferenciación celular; esta oxidación provee las condiciones necesarias para la 

progresión neoplásica. En contraste, los autores observaron que en cáncer de cérvix 

se tiene un control sobre el daño oxidante y hay un decremento para este proceso 

oxidante. En relación a esto último Shim y cols.55 han demostrado que en células 

HaCaT transfectadas con E7, existe una protección contra el estrés oxidante 

inducido con H2O2, explicado por un incremento en la expresión de varias isoformas 

de catalasa. En este mismo trabajo, se observó que existía una disminución en los 

niveles de agentes que inducen a apoptosis como IL-18 (citocina que es regulada 

por estrés oxidativo) y NFkB que es un factor transcripcional con efectos 

antiapoptótico. Por otra parte, se ha propuesto que un ambiente oxidante facilita la 

formación de unión disulfuro entre monómeros de L1 que estabilizan los 

capsómeros favoreciendo el ensamblaje de viriones, por lo que el ensamble y 

maduración de la partícula de VPH es dependiente del estado redox56. 

Recientemente se ha encontrado que la expresión de enzimas antioxidantes como 

SOD2 y Gpx 1/2 se encuentra disminuidas al expresar E6* del VPH16 en cultivos 

primarios de queratinocitos, induciendo aumento de ROS y daño al DNA57. 

Otra de las proteínas de expresión temprana del VPH asociada a estrés oxidante 

ha sido E2. Se ha observado que E2 se asocia a las crestas mitocondriales 
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promoviendo daño a la estructura mitocondrial y por ende el incremento de los 

niveles de ROS. Es importante decir que esta inducción positiva de estrés oxidante 

sólo se mostró con E2 de los VPH16 y VPH18 y no así con E2 del VPH 11, que es 

un VPH de bajo riesgo58. 
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Planteamiento del problema 

El CaCU es un problema de salud pública con altas tasas de mortalidad y morbilidad a nivel 

mundial, afectando principalmente a países en desarrollo como México. Diversos estudios 

han demostrado los mecanismos carcinogénicos inducidos por VPH; sin embargo, aún no 

han sido descrito en su totalidad. El estudio de nuevos enfoques moleculares que permitan 

determinar los mecanismos involucrados en la participación en la carcinogénesis promovida 

por el VPH, representa un reto, pero a la vez una oportunidad de estudio con un gran 

potencial benéfico. Por lo cual, es necesario ahondar en el entendimiento de los procesos 

moleculares y bioquímicos de la carcinogénesis originada por el VPH.  

Un mecanismo clave en el desarrollo del proceso de carcinogénesis es el OS, aspecto poco 

explorado durante la infección por VPH y el desarrollo de CaCU el cual depende 

íntimamente de la acción de sus oncoproteínas. Debido a que el OS es un desbalance del 

estado redox de la célula surge una pregunta importante en el desarrollo de la 

carcinogénesis inducida por VPH: ¿Existe algún efecto sobre el estado redox celular 

inducido por las proteínas de expresión temprana del VPH? 

El desbalance del estado redox promovido por el VPH, que en consecuencia provoque OS 

podría ser un factor importante en el daño a DNA, requisito indispensable en el proceso de 

transformación maligna promovida por el VPH, de esta manera resulta importante 

determinar de que manera el OS derivado de la expresión de las proteínas tempranas 

induce daño a DNA. 

 

Justificación 

Conocer de manera integral si las proteínas E1, E2, E6 y E7 del VPH de AR cambian 

el estado redox celular e inducen daño al DNA, ayudará a comprender su asociación 

con la infección y desarrollo a cáncer. 
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Hipótesis 

Las proteínas de expresión temprana E1, E2, E6 y E7 de los VPH de alto riesgo 

disminuyen la expresión y actividad de las enzimas SOD y catalasa, promoviendo 

aumento en los niveles de ROS y el daño al DNA. 

 

 

Objetivos 

General 

Determinar los efectos de las proteínas E1, E2, E6 y E7 de los VPH de alto 

riesgo sobre el sistema oxidante (ROS)/antioxidante (catalasa, SOD y GSH) 

y daño al DNA. 

 

Particulares 

1. Evaluar los niveles de ROS y el índice GSH/GSSG en células C33A que 

expresen E1, E2, E6 y E7 del VPH 16 y 18. 

2. Determinar los niveles de expresión proteica y actividad catalítica de las 

enzimas: catalasa y SOD en células C33A que expresen las proteínas E1, 

E2, E6 y E7 del VPH 16 y 18. 

3. Evaluar el daño a DNA en presencia de las proteínas E1, E2, E6 y E7 en el 

modelo celular C33A. 
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Materiales y Métodos 

Construcción de plásmidos: 

Las secuencias codificantes de E1, E2, E6 y E7 fueron amplificadas a partir de 

muestras de cáncer cervicouterino positivas a VPH18 y VPH16. En seguida 

mediante técnicas de PCR convencionales los marcos abiertos de lectura de E6 del 

VPH16 y 18 fueron clonadas en el vector p3XFLAG-CMV10 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EE. UU.). El vector p3XFLAG-CMV10 alberga un cassette de resistencia 

a ampicilina y un promotor de CMV. Las secuencias E7 y E1 de VPH18 se clonaron 

en el vector pcDNA3 (Invitrogen) añadiendo en el extremo N una etiqueta de 5X-

histidina y una etiqueta de HA, respectivamente. El plásmido que expresa VPH18 

E2 se generó clonando la región codificante de E2 en el vector pcDNA3. De igual 

manera, el vector pcDNA3 alberga un cassette de resistencia a ampicilina y un 

promotor de CMV. La identidad de cada plásmido se verificó mediante 

secuenciación. El plásmido que expresa VPH16 E7 con etiqueta HA fue un amable 

obsequio del Dr. Lawrence Banks (ICGEB, Italia).  

 

Cultivo celular y transfecciones: 

La línea celular C33A negativas a VPH fue mantenida en medio DMEM F12 

suplementado con suero bovino fetal al 10%, en atmosfera húmeda al 5% de CO2.  

Las células fueron transfectadas de forma transitoria usando el reactivo PolyFect® 

(Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se 

realizó una curva para determinar el tiempo óptimo de expresión de los genes 

recombinantes. Para la transfección, se sembraron 280 000 células en una placa de 

60 mm. Para la transfección de un solo plásmido se usaron 2.5 μg del plásmido, 

mientras que para las transfecciones combinadas se emplearon 1.25 μg de cada 

plásmido. Cuarenta y ocho horas después de la transfección, las células fueron 

cosechadas y procesadas para realizar los ensayos de inmunoblot, medición de 

ROS, cuantificación de GSH o análisis de actividad enzimática respectivos. La 

eficacia de transfección se evaluó mediante ensayos de inmunofluorescencia 
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contando 100 células, seleccionadas al azar, en tres experimentos independientes 

para cada condición. A continuación se menciona brevemente el procedimiento, las 

células se sembraron en portaobjetos en una placa de 60mm, luego se transfectaron 

y después de 48 h, se fijaron y tiñeron con anticuerpos primarios diluidos en PBS: 

Anti-FLAG (1:50) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.);  anti-HA (1:50) (Roche, 

Basilea, Suiza); anti-VPH18 E7 (1:50) (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, EE. 

UU.); anti-VPH18 E2 (1:50) (Santa Cruz Biotechnologies). Después de varios 

lavados con PBS, las células se incubaron con anticuerpos secundarios acoplados 

a los fluoróforos Alexa 488 en PBS (1: 700) o Alexa 555(1: 700) (Molecular Probes, 

Eugene, OR, EE. UU.). Después de varios lavados, las células se contratiñeron 

usando DAPI y se montaron para el análisis de fluorescencia usando el microscopio 

EVOS FL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). El porcentaje de 

células positivas fue graficado y se realizó un análisis estadístico. 

 

Viabilidad celular 

La viabilidad de las células C33A transfectadas con los diferentes plásmidos fue 

evaluado mediante la determinación del metabolismo lisosómico usando la prueba 

doble de fluorocromo: diacetato de carboxifluoresceína (CFDA, Sigma, St. Louis, 

MO, EE. UU.)/Bromuro de etidio (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU. ). Después de 48 

horas de la transfección, las células C33A fueron cosechadas e incubadas con una 

solución de fluorocromos que contenía 0,015 μg/ml de CFDA y 0,02 μg/ml de 

bromuro de etidio. Posteriormente, las células fueron analizadas con un microscopio 

de fluorescencia (Olympus BX-60) que posee un filtro combinado y detecta la 

fluorescencia de ambos compuestos. Las células verdes se identificaron como 

metabólicamente activas o vivas, mientras que las células rojas se identificaron 

como células muertas. Cien células seleccionadas al azar por condición, en tres 

experimentos independientes, fueron evaluadas y los resultados se expresaron en 

porcentajes. 
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Determinación de la producción de ROS 

La producción de ROS se midió usando la sonda fluorescente dihidroetidium, DHE, 

de acuerdo al protocolo descrito por Pedraza-Chaverrí y cols.59. El DHE se oxida a 

2-hidroxietidinio (2-OH-E+) y etidio (E+) en el citosol por oxidantes intracelulares, 

como el anión superóxido (O2•-), radical hidroxilo (•OH), peroxinitrito (ONOO.-) y 

peróxidos60, 61. Debido a su capacidad de unión al DNA, ambos compuestos son 

retenidos en el núcleo, y la identificación de RONS se identifica como una señal 

fluorescente roja en el microscopio la cual se cuantifica mediante fluorometría. 

Cuarenta y ocho horas después de la transfección, se preparó una solución de 20 

μM DHE en DMEM F12 sin rojo fenol la cual fue añadida a las células incubando 

durante 30 minutos a 37ºC. Los datos cuantitativos de ROS y las imágenes celulares 

se obtuvieron a través del lector multimodo CytationTM 5 Cell Imaging de Biotek 

(Winoosky, VT, EE. UU.), que combina microscopía digital con una microplaca 

convencional multimodo, proporcionando identificación y alta sensibilidad en la 

cuantificación de ROS. Por lo tanto, la producción de ROS celular se visualizó y 

midió por fluorescencia utilizando una longitud de onda de excitación de 510-560 

nm y una de emisión de 590 nm. Las ROS se visualizaron y cuantificaron en 

dieciséis campos diferentes por pozo y por condición, en tres experimentos 

independientes, utilizando el software Gen5 ™ ver. 3.0 

(https://www.biotek.com/products/software-robotics-software/gen5-microplate-

reader-and -imager-software / Biotek) para adquisición y análisis de datos. 

 

Cuantificación de GSH y GSSG 

El glutatión total (glutatión reducido [GSH] + glutatión oxidado [GSSG]) se evaluó 

mediante el método de reciclado enzimático descrito por Rahman y cols.62 en el que 

el GSH se oxida con ácido 5,5'-Ditiobis-2- Nitrobenzoico (DTNB) a ácido 5-tio-2-

nitrobenzoico (TNB, detectable a λ=412 nm) y aductos de TNB-glutatión (GS -TNB). 

Tanto GS-TNB como GSSG son reducidos por glutatión reductasa (GR) en 

presencia de NADPH, a GSH, que a su vez es oxidado por DTNB a TNB. TNB a su 

vez se mide a λ=412 nm. De esta manera, la cantidad de glutatión calculada 

mediante este método representa la suma de GSH y GSSG; es decir glutatión total. 
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Para obtener el contenido de GSH este se calculó restando GSSG del glutatión total 

(GSH + GSSG). 

GSSG se determinó mediante el método de reciclado enzimático mencionado 

anteriormente, con un tratamiento previo con 2-vinilpiridina (2-VP). La 2-VP, puede 

asociarse covalentemente con GSH y se usa para eliminar todo el glutatión 

reducido, dejando la forma oxidada de glutatión como el único sustrato medible del 

ensayo. 

Brevemente, el extracto celular de cada transfección se diluyó con 120 μl de tampón 

KPE (fosfato de potasio 0,1 M, EDTA disódico 5 M, pH 7,5). Posteriormente, la 

muestra se dividió en dos muestras separadas de 20 μl cada una para medir GSH 

total o GSSG (las muestras para GSSG se trataron previamente con 2-VP), se 

mezclaron con DTNB (2.5 M) y GR (250 U / ml). Finalmente, se añadió β-NADPH 

y se midió la absorbancia a λ=412 nm a intervalos de 60 segundos, durante 2 

minutos. Las tasas de cambio en la absorbancia se compararon con los estándares 

GSH o GSSG. Se realizó la relación GSH/GSSG como marcado de estrés oxidante. 

 

Actividad de enzimas antioxidantes  

El H2O2 puede ser metabolizado por las actividades catalasa. La catalasa es una de 

las enzimas antioxidantes más eficientes, tanto que no puede ser saturada por el 

H2O2 a ninguna concentración, catalizando su conversión en H2O y O2, para 

proteger a las células del H2O2 generado. El fundamento de esta medición se basa 

en la disminución de la absorbancia del H2O2, debido a su degradación por la 

catalasa presente en la muestra. La determinación de la actividad de CAT se llevó 

acabo usando la metodología previamente informada63. Los lisados de las muestras 

de cultivo celular se leyeron a 250 nm. Las unidades de actividad enzimática de la 

catalasa se expresan como k/mg de proteína, tal como describió previamente por 

Aebi63.  La actividad de SOD se evaluó espectrofotométricamente a 560 nm 

mediante un método previamente descrito, basado en la reducción de NBT a 

formazan64. La cantidad de proteína que inhibe la reducción de NBT a formazan al 

50% del máximo se define como una unidad de actividad SOD, que comprende la 

actividad de SOD 1 y SOD 2. 
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Western blot 

El extracto de proteína celular se obtuvo añadiendo buffer Laemli, que contiene: 

Tris, SDS y -mercaptoetanol,. directamente a las células, se raspó y el extracto se 

lisó por pipeteo e hirviendo. Cantidades iguales de proteína fueron separadas 

mediante un gel de poliacriliamida (SDS-PAGE) y las proteínas se transfirieron a 

una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con el anticuerpo primario apropiado. 

Los anticuerpos primarios se prepararon en  TBS-T como se indica a continuación: 

anti-gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH, 1:1000) (Santa Cruz 

Biotechnologies, Dallas, TX, EE.UU.), anti-SOD2 (1:1000), anti-SOD1 (1:1000), 

anti-catalasa (1:500) (cell signalling), anti-H2AX (1:1000) (Abcam, Cambridge, 

Reino Unido), anti-H2AX (1:1000) (Upstade), anti-HA (1:1000) (Roche, Basilea, 

Suiza), anti-FLAG M2 (1:2000) (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), anti - 

VPH18 E2 (1:1000) (Abcam). La membrana se lavó tres veces con TBS-T y se 

incubó con anticuerpos secundarios de ratón o conejo acoplados a la peroxidasa de 

rábano (HRP). Las membranas se revelaron finalmente utilizando el reactivo Chemo 

Luminiscent (Merck Millipore, Billerica, MA, EE.UU.), de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante. 

 

Daño a DNA 

El daño a DNA se evaluó por medio de inmunoblot identificando la relación de forma 

fosforilada de H2AX, conocida como H2AX con respecto a la forma no fosforilada 

de esta. 

 

Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y de manera independiente. los 

datos se analizaron como la media ±DE. Se utilizó la prueba ANOVA y Tukey para 

determinar la significancia estadística de las condiciones probadas comparando con 

el control.  
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Resultados 

Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector pCDNA3 (E1, E2 VPH 18 

y E7 VPH 16), vector p3X (E6 del VPH 16 y 18) y vector pcDNA3.4 TOPO TA (E7 

del VPH 18).  

 

Una vez obtenidos los plásmidos que expresaran las proteínas tempranas de los 

VPH se prosiguió a su transformación en bacterias E. coli DH5α, esto se realizó 

mediante el método de choque térmico y posteriormente se continuó con la 

amplificación de los insertos mediante PCR. 

 

Se realizó la secuenciación de los plásmidos mediante el método de Sanger y se 

continuó a verificar que las secuencias obtenidas correspondieran con las 

reportadas en bancos de datos conocidos (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi); el 

porcentaje de identidad fue del 100 % para los plásmidos sujetos a alineamiento. 

 

Una vez comprobados y analizados los plásmidos, se procedió a transfectarlos en 

la línea celular C33A. Se realizaron diferentes protocolos de transfección 

encontrándose que el sistema de  Polyfect (Quiagen) presentaba el mayor 

porcentaje de transfección sin afectar la viabiidad celular. 

 

E6 de los VPH 16 y 18 aumentan los niveles de ROS y diminuyen GSH/GSSG 

Para determinar la influencia de la oncoproteina E6 de los VPH16 y 18 en el estado 

redox, se midió su efecto sobre la producción de ROS. Las células C33A que fueron 

transfectadas con plásmidos que expresaron E6 de VPH 16 y 18 mostraron un 

aumento significativo en ROS. E6 de VPH16 indujo un incremento de 1.6 veces y 

E6 de VPH18 de 1.4 veces, comparando con las células transfectadas con el vector 

control p3X. Así mismo se analizó la relación GSH/GSSG como marcador de OS y 

se encontró que E6 diminuye significativamente la relación GSH/GSSG en un 67% 

y 76% para VPH16 y 18, respectivamente (Fig. 2C). Dado que el aumento de los 

niveles de ROS podría deberse a la muerte celular inducida por las transfecciones, 

se evaluó la viabilidad celular para todas las transfecciones sin que se encontraran  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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cambios a este respecto entre las células con expresión de E6 y células con el 

control (Figura 2D)  

 

Figura 2. La expresión de la oncoproteína E6 del VPH induce estrés oxidante. A) Imágenes 
representativas y B) datos cuantitativos de ROS inducidos por VPH16 E6, VPH18 E6 y células 
transfectadas con el plásmido control. La intensidad promedio de la fluorescencia de etidio se midió 
utilizando un analizador de imagen en 16 campos diferentes por pozo, por cada condición, en tres 
experimentos independientes. Medición de la relación GSH/GSSG (C) y viabilidad celular (D). Los 
datos son representados por el promedio± DE. *p<0.05, **p<0.005  vs control (p3X). 
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E6 de los VPH 16 y 18 disminuye los niveles y la actividad de catalasa 

Como parte del efecto de E6 en el estado redox, examinamos si E6 afecta los 

niveles y la actividad de las enzimas antioxidantes. Primero evaluamos el efecto de 

las oncoproteínas E6 sobre los niveles y actividad de la catalasa. Las Figuras 3A y 

B muestran una disminución significativa en los niveles de catalasa en presencia de 

E6 de VPH16 (hasta 89%) y VPH18 (hasta 92%). Además se detectó una  

disminución de la actividad de catalasa, sin diferencias entre los tipos virales. 

Posteriormente, se evaluó el efecto de E6 sobre los niveles de SOD1 y 2, así como  

su actividad, dado que son enzimas antioxidantes clave implicadas en la regulación 

de ROS. No se encontraron diferencias en los niveles protéicos de SOD1 o 2 en 

presencia de E6 en comparación con las células control, como lo indica el análisis 

densitométrico (Figura 3D, E). E6 tampoco afecto la actividad de las SOD (Fig. 3F). 
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Figura 3. Las oncoproteínas E6 disminuyen los niveles y la actividad de la proteína catalasa. 
A) Inmunoblot representativo que muestra niveles de catalasa en células C33A que expresan E6 del 
VPH16 o de VPH18 marcados con Flag y p3X como control; Se usó gliceraldehído 3 fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) como control de carga. B) Densitometría cuantitativa de expresión de 
catalasa en relación con GAPDH. C) Actividad enzimática de catalasa en células C33A 
transfectadas. D) Inmunoblot representativo de los  niveles de superóxido dismutasa (SOD) 1 en 
células C33A transfectadas con E6 de VPH16 y 18 marcados con Flag, se utilizó a p3X como control;  
GAPDH se empleó como control de carga. E) Densitometría cuantitativa de la expresión de SOD2 
en relación con GAPDH. F) Actividad de la enzima SOD en células C33A transfectadas. E6 no 
cambia los niveles de proteína SOD1/2, ni la actividad SOD. Los datos son el promedio ± DE, p<0.05, 
**p<0.005 ***p<0.0005 vs control (p3X). n=3. 
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E6 de los VPH 16 y 18 inducen daño al DNA 

Los altos niveles de ROS podrían inducir daño al DNA, ya que favorece el 

rompimiento de la doble cadena de DNA65. Para determinar si el incremento en ROS 

inducido por E6 induce daño al DNA, se midió la forma fosforilada de la variante de 

histona H2AX (H2AX), biomarcador de rompimiento de doble cadena del DNA66. 

Se encontró que la relación H2AX/H2AX aumentó en 2.2 y 2.3 veces en las células 

que expresan E6 de los VPH16 y 18, respectivamente, en comparación con las 

células transfectadas con el plásmido control p3X (Figura 4). 

  

 

 

Figura 4. E6 de VPH16 y 18 aumentan la relación H2AX/H2AX en células C33A. A) Inmunoblot 

representativo que muestra los niveles de H2AX y H2AX en células C33A transfectadas con E6 de 
VPH16 y 18 marcado con Flag; p3X se uso como control. Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH) se empleó como control de carga. B) Densitometría cuantitativa de la expresión de H2AX 

y H2AX en relación con GAPDH. Los datos son el promedio ± DE, *p<0,05 frente al control p3X. 
n=3. 
 

Las oncoproteínas E7 de los VPH16 y 18 reducen los niveles de ROS y 

aumentan la relación GSH/GSSG 

Se ha demostrado previamente que E7 de VPH16 induce la expresión de catalasa 

aunado a la disminución de los niveles de ROS67. Nos interesamos en analizar no 

sólo el efecto de VPH16 E7, sino también de VPH18 en la producción de ROS en la 

línea celular C33A. Nuestros resultados demuestran que E7 de VPH16 y 18 reducen 

significativamente las cantidades de ROS en 60% y 42%, respectivamente, en 

comparación con las células de control (Fig. 5A, B). La relación de GSH/GSSG 

mostró aumento significativo cuando E7 estaba presente para los dos tipos virales 
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en 3 y 2.4 veces para VPH16 y 18, respectivamente, sin afectar la viabilidad celular 

(Figura 5C, D). 

 

Figura 5. E7 de los VPH16 y 18 disminuyen la producción de ROS en células C33A y aumentan 
GSH. A) Imágenes representativas y B) datos cuantitativos de los niveles de ROS en células que 
expresan E7 de VPH16 y 18, se utilizó como vector control a pcDNA3. La intensidad promedio de 
fluorescencia de etidio se midió utilizando un analizador de imagen en 16 campos diferentes por 
pozo, por condición, en tres experimentos independientes. Relación GSH/GSSG (C) y viabilidad 
celular (D). Los datos son la media ± DE. **P<0.005, ***P<0.0005 vs control (pcDNA3). 

 

E7 afecta los niveles y la actividad de enzimas antioxidantes 

En contraste al efecto de las oncoproteínas E6, las proteínas E7 disminuyeron la 

producción de ROS, como se representa en la Figura 5. Por lo tanto, nos 

preguntamos si E7 también podría afectar la función de catalasa así como los 

niveles y la actividad de SOD. Las células C33A, transfectadas con plásmidos que 

expresan E7 de VPH16 y 18, mostraron un aumento de 3.4 y 3.2 veces en los 

niveles de catalasa, respectivamente (Fig 6A, B), así como en su actividad 

enzimática, con un aumento del 46% y 40%, correspondientemente (6C). Con 

respecto a SOD se encontró que E7 induce una disminución de 37% y 52% para 

VPH16 y 18, respectivamente (Figura 6D). Por su parte, los niveles de SOD 2 no 

cambiaron, como lo demuestra el análisis de densitometría del inmunoblot (Fig. 6E). 
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Mientras tanto, la actividad enzimática de SOD1/2 disminuyó en el 50% y el 27% en 

la presencia de E7 de los tipos 16 y 18 del VPH, respectivamente (Figura 6F).  

 

 

Figura 6. La expresión de E7 de VPH16 y 18 aumenta los niveles de la proteína catalasa y su 
actividad. A) inmunoblot representativo y B) análisis densitométrico de los niveles de catalasa en 
células C33 transfectadas con plásmidos E7 del VPH16 (con una etiqueta o tag HA) y del VPH18 
(con etiqueta His), se utilizó al plásmido pcDNA3 de control de transfección. La gliceraldehído 3 
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se analizó como control de carga. C) Actividad de la enzima 
catalasa en células que expresan E7 de VPH 16 y 18. D) Inmunoblot representativo y análisis 
densitométrico de los niveles de SOD1 y (E) SOD2 en células C33 A transfectadas con plásmidos 
E7 del VPH16 y 18, de igual manera se utilizó a pcDNA3 como control. GAPDH se utilizó como 
control de carga. F) Actividad de la enzima SOD en células transfectadas. La actividad de SOD 

disminuye en presencia de proteínas E7. Los datos son la media ± DE, *p<0,05, **p<0.005, en 

relación al control (pcDNA3). n = 3.  
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E7 no induce daño a DNA 

Debido a que E7 disminuyó los niveles de ROS, se esperaba que los niveles de 

H2AX permanecieran sin cambios. La Figura 7 demuestra que los niveles de la 

relación H2AX/H2AX no se alteran en presencia de E7, ya sea del tipo 16 ó 18. 

 

 

Figura 7. Las oncoproteínas E7 no cambian la relación H2AX/H2AX. A) inmunoblot 

representativo de H2AX y H2AX y B) análisis densitométrico de la relación de ambas proteínas en 
células transfectadas con E7 de los VPH16 y 18. Los datos son la media ± DE, *p<0,05 frente al 
control (pcDNA3). n=3. 
 

La expresión combinada de E6 y E7 no afecta a ROS ni induce daño a DNA 

aun cuando disminuye la actividad de SOD 

Los resultados anteriores muestran que el estado redox de C33A es modulado por 

E6 y E7 con efectos antagonistas. Vale la pena mencionar que durante una infección 

por VPH las oncoproteínas E6 y E7 se expresan simultáneamente, ya que se 

traducen a partir de un solo transcrito bicistrónico E6-E768. Por lo tanto, decidimos 

probar el efecto de la expresión combinada de E6 y E7 en la regulación redox. Se 

co-transfectaron los plásmidos que expresan E6 junto con las versiones marcadas 

de E7, tanto de VPH16 como de 18. Nuestros resultados no muestran diferencias 

en la producción de ROS cuando las células expresaron simultáneamente los 

oncogenes E6 y E7 de ambos tipos virales en comparación con el control (Fig. 8A, 

B); tampoco cambió la relación GSH/GSSG o la viabilidad celular, ni los niveles de 

catalasa o su actividad (Fig. 8C,E,F,G). Por su parte los niveles de SOD1 

disminuyeron en 63% y 67% en presencia de ambas oncoproteínas E6/E7 de 

VPH16 y 18, respectivamente, en contraste con SOD2, que permaneció sin cambios 
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(Fig 8H,I,J,K). Con respecto a la actividad de SOD, se encontró una disminución 

significativa cuando E6 y E7 se expresan conjuntamente (Fig 8L). La relación de 

H2AX/H2AX no se vio afectada, ni la viabilidad celular (Fig 8M,N,D).  

Figura 8 continúa en la siguiente página 
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Figura 8. Las niveles de SOD 1 y la actividad de superóxido dismutasa (SOD) disminuye en presencia 
de oncoproteínas E6/E7. A) Imágenes representativas y B) datos cuantitativos de los niveles de 
especies reactivas de oxígeno, C) Niveles de GSH y D) viabilidad celular en células que co-expresan 
E6/E7 de VPH16 y 18, se empleó a pcDNA3 como vector control. C) inmunoblot representativo y D) 
análisis densitométrico de los niveles de catalasa en células C33A transfectadas con E6 y E7. E) 
Actividad de la enzima catalasa en células transfectadas. F) Inmunoblot y G) análisis densitométrico 
de SOD 1 y H) inmunoblot e I) análisis densitométrico de SOD 2. J) Actividad enzimática de SOD en 

células transfectadas. K) Inmunoblot y L) análisis densitométrico de la relación H2AX/H2AX. En 
todos los inmunonoblots se empleó glyceraldehyde 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control 
de carga Los datos son representados como el promedio ± DE, *p<0.05, **p<0.005 vs pcDNA control. 
n=3.  
 

E2 y E1/E2 de VPH 18 aumentan los niveles de ROS 

Las proteínas E1 y E2 del VPH se expresan durante las primeras etapas de una 

infección, por lo que nos interesó determinar su efecto sobre el estado redox. La 

secuencia de dichas proteínas es muy conservada entre los tipos de VPH de alto 

riesgo y por lo tanto decidimos analizar E1 y E2 del VPH tipo 18, además de que la 
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información actual sobre la regulación redox asociado a una de estas proteínas se 

basa en el VPH tipo 1858  

Se evaluaron las cantidades de ROS en células transfectadas con E1 y con E2 solos 

o en combinación. La Figura 9 muestra que mientras E1 no afecta los niveles de 

ROS, E2 los aumenta en un 1.36 veces de manera estadísticamente significativa. 

Por su parte la expresión combinada de las proteínas de E1 y E2 mostró un 

incremento de 1.46 veces en ROS, en comparación con las células control (Figura 

9A, B). La relación GSH/GSSG diminuyó con la expresión de E1 (50%), E2 (68%) y 

la conjunción de E1/E2 (57%) (Fig. 9C). Es importante mencionar que la viabilidad 

celular no fue afectada por la presencia de estas proteínas (Fig. 9D). 

  

Figura 9. La expresión de las proteína E1/E2 del VPH18 induce estrés oxidante. A) Imágenes 
representativas y B) datos cuantitativos de niveles de ROS en células que expresan E1, E2 y E1/E2 
del VPH18, se empleó a pcDNA3 como vector control. La intensidad media de fluorescencia de etidio 
se midió utilizando un analizador de imagen en 16 campos diferentes por pozo, por condición. 
Relación GSH/GSSG (C) y viabilidad celular (D). Los datos están representados por el promedio ± 
DE. *p<0,05, ** p<0.005 vs control (pcDNA3). n=3. 
 

E1, E2 y E1/E2 del VPH18 aumentan la actividad de catalasa y disminuyen los 

niveles y la actividad de SOD 

Después de evaluar si las proteínas E1 y E2 podrían afectar los niveles de ROS, 

evaluamos si también modificaban los niveles y la actividad de las enzimas 
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antioxidantes catalasa y SOD1/2. Las Figuras 10A y B muestran que los niveles de 

catalasa no se vieron afectados por la presencia de E1 y E2, expresados de manera 

única o en combinación. Sin embargo, al medir la actividad de catalasa, 

encontramos un aumento significativo de alrededor de 1.9 veces para todas las 

condiciones probadas (Figura 10C). También se evaluó si E1 y E2 afecta los niveles 

protéicos de SOD1 y SOD2 así como su actividad. Como se muestra en la figura 

10D, los niveles de SOD1 disminuyeron en presencia de E2 en 71% o en la 

conjunción E1/E2 en 88%, mientras que los niveles de SOD2 disminuyeron en todas 

las condiciones probadas: 67% para E1, 73% para E2 y 72% para E1/E2, (Figura 

10E). La actividad de la SOD disminuyó con E1 en 67%, E2 en 73% y E1/E2 en 

72% (Fig. 10F), lo que sugiere que E1 y E2 pueden tener un mecanismo común en 

la desregulación de la actividad SOD. 
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Figura 9. La expresión de E1, E2 y E1/E2 disminuye la expresión y actividad de SOD, aunque 

no cambia los niveles de catalasa si aumenta su actividad. A) Inmunoblot representativo y B) 

análisis densitométrico de los niveles de catalasa en células C33A transfectadas con E1, E2 y E1/E2 

de VPH18. La gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se analizó como control de carga. 

C) Actividad de la enzima catalasa en células transfectadas. D) Inmunotransferencia representativa 

y análisis densitométrico de los niveles de SOD1 y SOD2  en células C33A transfectadas con 

plásmidos E1, E2 y la conjunción E1/E2 de VPH18. Nuevamente GAPDH se empleó como control 

de carga. F) Actividad de la enzima SOD en células transfectadas. La expresión de E1, E2 y E1/E2 

disminuye tanto los niveles de SOD como su actividad. Los datos son representados como el 

promedio ±DE, *p<0.05, **p<0.005 frente al control (pcDNA3). n=3. 
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La expresión combinada de proteínas E1 y E2 induce daño al DNA 

Por último, se evaluó si la expresión de E1, E2 o E1/E2 podría inducir daño al DNA. 

Se encontró que sólo en las células con expresión combinada de E1 y E2 la relación 

H2AX/H2AX aumentó 4.3 veces con respecto al control, indicando que sólo en 

estas condiciones existe daño a DNA (Fig. 11). 

 

 

Figura 11. La expresión de E1/E2 de VPH18 aumenta la relación H2AX/H2AX en células C33A. 

A) inmunoblot representativo y B) análisis densitométrico de H2Ax y H2AX en células transfectadas 
con E1, E2 y E1/E2. Los datos están expresados como el promedio ± DE, **p<0.005 frente al control 
de pcDNA. n=3. 
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Discusión 

Se ha descrito que la infección por VPH es causa necesaria más no suficiente para 

el desarrollo de cáncer cervical. Así, se han identifcado diversos factores de riesgo 

adicionales a la infección por VPH que promueven el proceso carcinogénico69. 

Recientemente se ha propuesto  al OS como un factor crítico en el 

desencadenamiento del cáncer de cuello uterino54, ya que induce daño al DNA, con 

una alta probabilidad de inducir la integración del genoma viral al genoma celular. 

La integración del genoma viral induce en una gran proporción de los casos, el 

rompimineto del marco de lectura abierto de E2 con la posterior sobreexpresión de 

las oncoproteínas E6 y E770. Por lo tanto, el probable mecanismo por el cual OS 

induciría la integración del genoma del VPH es ahora objeto de investigación. Para 

determinar si las proteínas tempranas E1, E2, E6 y E7 del VPH modulan el estado 

redox celular y  daño al DNA, se realizaron una serie de experimentos para medir el 

impacto de estas proteínas en la regulación del estado redox. 

Demostramos que la expresión de E6 del VPH16 y 18 induce un incremento en la 

producción de ROS. La producción de ROS comienza cuando el O2 se reduce a O2
.- 

por diferentes procesos celulares, estas ROS son más reactivas que el O2 

induciendo la producción de otras ROS aun más reactivas y tóxicas44. Como 

consecuencia, las células expresan enzimas antioxidantes como SOD1 y 2, y 

catalasa, que a su vez reducen el O2
- en H2O2 y el H2O2 en H2O, respectivamente46. 

El OS inducido por E6 podría estar asociado al sistema antioxidante celular, en el 

cual están implicadas catalasa y SOD, que son potentes enzimas antioxidantes que 

regulan el OS45.  

En este trabajo se encontró que los niveles de catalasa disminuyen en presencia de 

E6. Este efecto podría deberse a cambios epigenéticos inducidos por E671, los 

cuales podrían afectar la expresión de catalasa. Por otra parte, se ha encontrado 

que la presencia de E6 promueve la sobreexpresión del miRNA 30b, que a la vez 

degrada al RNAm de catalasa72, 73. Considerando que los niveles de expresión 

enzimática no reflejan necesariamente su actividad antioxidante, se midió el efecto 

de E6 sobre la actividad de catalasa y se observó una disminución significativa en 

la presencia de E6.  En cualquier escenario son necesarios más estudios para 
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determinar los mecanismos implicados en la modulación del estado redox 

observada en nuestro estudio. 

Respecto a las otras enzimas antioxidantes, no se observaron cambios en los 

niveles de SOD1/2 ni en su actividad debido a la acción de E6. Algunos informes 

han demostrado que E6* del VPH16, una isoforma generada por el splicing de E6, 

induce incremento de ROS y daño del DNA en una línea celular derivada de 

osteosarcoma U-2 OS. Este aumento en ROS se asoció a una disminución de los 

niveles de la proteína SOD257. En el presente estudio, no se encontraron cambios 

en los niveles de proteína y actividad de SOD1 o SOD2 mediante la expresión 

ectópica de E6 de ambos tipos de VPH, probablemente debido a las diferencias 

entre las líneas celulares utilizadas. De cualquier modo debe considerarse que E6 

sufre un proceso de splicing independientemente del tipo celular, generando la 

expresión tanto de E6 completa como de  la forma trunca de E6, E6*, de manera 

que los posibles efectos independientes de E6* podrían ocultarse en presencia de 

la proteína E6 completa. 

Se sabe que altos niveles de RONS están asociados a la ruptura de la doble cadena 

de DNA. Por ejemplo, las oxidaciones inducidas a las bases nitrogenadas del DNA 

como  8-oxo-guanina, provoca que las topoisomerasas, enzimas encargadas de 

remover la tensión superficial del DNA durante la replicación, sean atrapadas en 

estos sitios induciendo rompimiento de DNA de doble cadena74, 75. Así, el aumento 

de ROS inducido por E6 podría promover daño al DNA. Por lo tanto medimos si E6 

inducía daño a DNA mediante la determinación de H2AX, biomarcador para el daño 

del DNA68. Nuestros datos muestran que E6 de ambos tipos de virus aumentó la 

relación de H2AX/H2AX, lo que sugiere que el efecto ejercido por E6 sobre el daño 

del DNA  se debe en parte  a una reducción de los niveles de catalasa y su actividad 

dando lugar al aumento de ROS. 

En contraste con E6, encontramos que la expresión de la oncoproteína E7 

disminuyó la señal de ROS, asociada a un aumento en los niveles de catalasa y su 

actividad. Nuestros resultados coinciden con los reportados por Shim y cols. 

(2005)67, quienes señalaron que la proteína E7 de VPH16 aumenta los niveles de 

catalasa y su actividad en células HaCaT, un modelo celular de queratinocitos 
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inmortalizados. En nuestro caso, además, de demostrar que los niveles y la 

actividad de catalasa aumentan con E7 de VPH16, también encontramos que el 

mismo efecto sucedía con E7 de VPH18. Por el contrario, se encontró que los 

niveles de SOD1, así como la actividad SOD disminuyeron por la acción de E7. Es 

probable que la reducción de los niveles de SOD1 refleje la disminución de la 

actividad enzimática observada para SOD, ya que no se detectaron cambios en la 

proteína SOD2. Vale la pena mencionar que SOD1 se encuentra principalmente en 

el citosol donde realiza su actividad enzimática, reduciendo O2
- a H2O2

76
  Es posible 

que en presencia de E7, O2
- no se acumule debido a la ausencia de actividad SOD, 

ya que O2
- dismuta espontáneamente a H2O2 además de que se sabe que otras 

enzimas como la NADPH oxidasa pueden reducir el O2
- a H2O2

77 . El H2O2 es 

entonces reducido a H2O por la alta actividad de la catalasa sin causar OS o daño 

al DNA(Figura 7). 

Es importante considerar que la transcripción de E6 y E7 de los VPH-AR ocurre a 

partir de un RNA mensajero bicistronico y por lo tanto ambos oncogenes se 

expresan simultáneamente durante la infección, aunque los niveles de ambas 

proteínas podrían ser diferentes69. En nuestro estudio co-expresamos a E6 y E7 

simultáneamente en células C33A, mostrando que la co-expresión de E6 y E7 no 

cambia los niveles de ROS ni induce daño al DNA, en relación a las células con el 

vector control. En cuanto a las enzimas antioxidantes, se observó que el efecto 

individual de cada oncoproteína sobre catalasa es neutralizado cuando se expresan 

ambas oncoproteínas, puesto que no existen cambios ni en los niveles ni en la 

actividad de catalasa. Dado que la expresión combinada de E6/E7 sólo disminuyó 

los niveles de SOD1 pero no de SOD2, es posible que la reducción de la actividad 

de la SOD se relacione exclusivamente con el efecto de las oncoproteínas sobre los 

niveles de SOD1, como se observa en la figura 5. La co-expresión de E6 y E7 no 

indujo ningun cambio en la relación H2AX/H2AX, sugiriendo que el daño al DNA 

promovido por E6 es evitado por el efecto protector otorgado por E7. En contraste 

con los datos obtenidos por Marrullo y colaboradores (2015)78 en un modelo de 

cáncer de cabeza y cuello, nosotros no encontramos incremento en el OS ni 

evidencia de daño al DNA cuando E6 y E7 se expresan conjuntamente, 
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probablemente debido a los efectos contrarios de tales oncoproteínas. Es posible 

que el contexto celular utilizado en este trabajo de alguna manera influya en las 

diferentes acciones de E6 y E7 sobre sus blancos celulares.  

Nuestros datos sugieren que el OS es eficientemente controlado en el cáncer de 

cuello uterino a través de la regulación de enzimas antioxidantes por proteínas del 

VPH. Resulta importante investigar el comportamiento de las proteínas del VPH en 

las diferentes neoplasias relacionadas con el VPH. 

En este trabajo se utilizaron células C33A, células que se caracterizan por expresar 

una proteína p53 mutada en su motivo de unión al DNA, careciendo así de sus 

funciones transcripcionales79. En este sentido es importante señalar que Shim y 

cols.67 también encontraron un aumento en los niveles de catalasa debido a E7, 

cuando se usa un modelo mutado de p5380. Por lo tanto, es posible que nuestros 

hallazgos sean independientes de p53; aunque se pueden encontrar diferentes 

efectos de las proteínas del VPH, sobre el estado redox celular, en contextos 

celulares distintos, incluido uno con p53 funcional, que merece estudios adicionales. 

Adicionalmente, se determinó la influencia de las proteínas E1 y E2 en el estado 

redox celular. Previamente, Lai y cols. (2013)58 demostraron que la proteína E2 de 

VPH18 induce ROS en células HaCaT, el cual se asoció a una modificación de las 

crestas mitocondriales promovida por dicha proteína viral. Nosotros también 

encontramos que E2 y la conjunción de E1/E2 del VPH18 promueve un incremento 

de ROS en células C33A, mientras que E1 de forma aislada no produce tal efecto. 

El aumento observado en los niveles de ROS no sólo podría deberse a la acción de 

la proteína E2 en las crestas mitocondriales; sino también a la modulación de los 

niveles de proteína SOD1/2 y su actividad. En nuestro trabajo encontramos que los 

niveles de SOD1 sólo disminuyen en presencia de E2 y la conjunción de E1/E2. Así 

también, encontramos que los niveles de SOD2 y la actividad de SOD, disminuían 

para todas las condiciones. Por otro lado, también se observó que si bien no existen 

cambios en los niveles de catalasa, si existe un aumento significativo de su actividad 

cuando E1, E2 y su conjunción están presentes. Es posible que el incremento en 

ROS encontrado en presencia de E2 y E1/E2, se deba principalmente a la 

capacidad de E2 para inducir modificaciones en las crestas mitocondriales junto con 
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una disminución en la actividad de SOD. Sin embargo, para E1 la disminución de la 

actividad de SOD podría ser neutralizada por el aumento de la actividad de catalasa, 

con un mecanismo parecido al sugerido para E7, donde O2
- es dismutado 

espontaneamente a H2O2 y sucesivamente degradado a H2O por la acción de 

catalasa. El aumento de ROS asociado a daño al DNA, sólo en células co-

transfectadas con E1/E2, indica un efecto aditivo de ambas proteínas. 

A lo largo de las diferentes etapas de desarrollo del cáncer cervical, se ha 

demostrado que los tejidos displásicos positivos para VPH muestran altos niveles 

de OS en contraste con los tejidos de cáncer positivos a VPH o a los no displásicos 

negativos al virus, indicando una modulación diferencial de OS durante el 

establecimiento del cáncer cervical54. En este trabajo se demostró que las proteínas 

tempranas del VPH tienen un efecto diferencial sobre la modulación de ROS y se 

propone que este efecto está de alguna manera involucrado en la progresión del 

cáncer, ya que en las primeras etapas de la infección E1 y E2 son altamente 

expresados en comparación con E6 y E770. Una vez que se produce la integración 

del genoma viral, E2 y E1 dejan de expresarse debido a la interrupción del marco 

abierto de lectura de E2. Este proceso promueve la sobre-expresión de los 

oncogenes virales y en consecuencia, la transformación celular. En nuestro estudio 

se demuestra que E1 y E2 inducen OS y daño al DNA. Por lo tanto, los efectos de 

E1 y E2 sobre el estado oxidativo podría influir en la integración del genoma viral. 

El aumento de OS en células C33A debido a E1/E2 podría simular a los resultados 

obtenidos por De Marco y cols. (2012)54 y Visalli y cols. (2016)81, que demuestran 

altos niveles de ROS en los tejidos displásicos. Por otra parte, la expresión conjunta 

de los oncogenes E6 y E7 produjo un equilibrio en el estado redox, lo que podría 

explicar en parte la reducción de ROS en los tejidos cancerosos encontrada por De 

Marco y cols. (2012)54. En este punto, sería relevante explorar el efecto de los 

agentes antioxidantes en las primeras etapas de las infecciones por VPH, como una 

estrategia para evitar la integración del genoma viral y el consiguiente desarrollo del 

cáncer cervical.  

La Figura 11 muestra el efecto propuesto de las proteínas tempranas del VPH en el 

estado redox celular, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo. Estos 
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datos proporcionan información sobre la participación del VPH en la modulación de 

ROS durante el desarrollo del cáncer cervical. 

 

 

 

  

 

Figura 12. Las proteínas tempranas de los Virus del Papiloma humano de alto riesgo (VPH-

HR) modulan diferencialmente el estado redox. El VPH infecta las células epiteliales, lo que 

induce la replicación del genoma y la producción de viriones como parte de su ciclo de vida. Las 

C) B) 

D) 

A) 
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células infectadas exhiben altos niveles de expresión de proteínas E1 y E2 durante las primeras 

etapas de una infección por VPH. Una vez que ocurre la integración, E6 y E7 se sobreexpresan 

promoviendo  cambios celulares posteriores que impulsan el desarrollo del cáncer (A). En las células 

no infectadas, la producción de ROS está regulada por las enzimas antioxidantes GSH, SOD1/2 y 

catalasa que evitan el daño del DNA (B). En las células infectadas por el VPH, E1 y E2 disminuyen 

la expresión de SOD1/2, lo que induce un aumento de ROS asociado a la depleción de GSH y daño 

al DNA (C). En las células transformadas por VPH, la oncoproteína E6 aumenta los niveles de ROS 

que induce daño en el DNA al disminuir el GSH y la catalasa. Por el contrario, la oncoproteína E7 

disminuye los niveles de ROS debido a la activación de catalasa y aumento de GSH, mientras que 

el DNA no es dañado. Mientras tanto, los efectos opuestos de las oncoproteínas E6 y E7 sobre la 

producción de catalasa, GSH y ROS evitan el daño en el DNA inducido por E6 solo (D).  

 
  



43 
 

Conclusiones 

1. Las proteínas virales E1 y E2 disminuyen la actividad y expresión de SOD 

induciendo  estrés oxidante y daño al DNA. 

2. La oncoproteína E6 aumenta los niveles de ROS induciendo daño al DNA 

asociado a la disminución de la expresión y actividad de catalasa además de 

GSH. 

3. La oncoproteína E7 aumenta la expresión y actividad de catalasa asi como 

los niveles de GSH evitando aumento de ROS y daño de DNA. 

4. La expresión conjunta de los oncogenes virales E6 y E7 no afectan la 

actividad ni expresión de catalasa  manteniendo  niveles normales de ROS 

sin promover daño al DNA. 
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Perspectivas 

Verificar si el estrés oxidante inducido por E1/E2 del VPH 18 promueve la 

integración del genoma viral al genoma celular. De comprobarse este evento, se 

pueden usar antioxidantes que eviten el OS y a la vez evitar la integración del 

genoma viral al genoma celular.  

 

Ahondar en los mécanismo moleculares relacionados con la disminución de la 

actividad y expresión de catalasa así como de GSH cuando E6 está presente. Un 

mecánismo probable es el aumento de mir30b que está implicado en la regulación 

de catalasa. Se ha comprobado que este mismo miRNA es regulado positivamente 

por la presencia de E6. 

 

Estudiar si E7 activa algún mecanismo implicado en el aumento de la relación 

GSH/GSSG y catalasa. Un mecanismo relacionado al aumento de ambos 

parámetros es la activación de factores de transcripción como Nrf2, molécula 

maestra para mantener la homeostasis redox.  
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Abstract 

Oxidative stress has been proposed as a risk factor for cervical cancer development. However. few 
studies have eva luated the redox state associated with human papillomavirus (HPV) infection. The aim of 
this work was to determine the role of the early expressed viral proteins El, E2, E6 and E7 from HPV 
types 16 and 18 in the modulation of the redox state in an integral formo Therefore, generation of reactive 
oxygen species (ROS), concentration of reduced glutathione (GSH), levels and activity of the antioxidant 
enzymes catalase and superoxide dismutase (SOO) and deoxyribonucleic acid (ONA) damage. were 
analysed in epithelial cells ectopically expressing the viral proteins. Our research shows that E6 
oncoproteins decreased GSH and catalase protein levels, as well as its enzymatic activity, which was 
associated with an increase in ROS production and DNA damage. In contrast, E7 oncoproteins increased 
GSH, as weU as catalase protein levels and its activity, which correlated with a decrease in ROS without 
affecting ONA integrity. The co-expression of both E6 and El oncoproteins neutralized the effects that 
were independently observed fo r each of the viral proteins. Additionally, the combined expression of El 
and E2 proteins increased ROS levels with the subsequent increase in the marker for ONA damage 
phospho-histone 2AX (yH2AX). A decrease in GSH, as weU as S002 levels and activity were also 
detected in the presence of E I and E2. even though cataJase activity increased. Th is study demonstrates 
that HPV early expressed proteins differentially modu late cell ular redox state and ONA damage. 

Key words: H uman papillomavirus early-expressed proteins, redox state, ROS, catalase, 5001/2, GSH, ONA 
damage. 

Inlroduction 
A persistent infection with high-risk human 

papillomavirus (HR-HPV) is the main requirement for 
cervical cancer development [11, being HPV16 and 
HPV18 the most preva lent types found in cancer 
biopsies [2). E6 and E7 are the main viral oncoproteins 
tha t bind to ami modula te numerous cellular proteins, 
resulting in irnmortalization and transformation. 

Among the best-studied interactions, E7 degrades and 
inactiva tes pRb, an essential molecule fo r cell cycle 
control [31, while E6 oncoprotein binds to and 
inactiva tes p53 and PDZ domain-containing proteins 
[4). The transcrip tion of E6 and E7 genes is controlled 
during the viral liEe cycle through the negative 
regulation oí E2 viral protein [5). Viral genome 
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integration ¡n to the host genome is considered a key 
event in cervical caneer progression, which results in 
the increased expression of the transcrip ts encoding 
E6 and E7 oncogenes due to the 1055 of the E2 open 
reading !rame (ORF) [6,7]. 

El is an A lT'-dependent viral helicase that 
associates with the origin of replica tion, inducing the 
unwinding of the viral DNA [S]. However, this 
process depends on the activity of E2, which increases 
specificity oi El to the origin oi replication and 
improves the replication process [91. E2 has 
anti-proliferative functions that inhibit cell growth 
and induce apoptosis, which is done in part by 
suppressing the transcription of E6 and E7 and the 
consequent increase in p53 and pRb proteins [101. 
Nevertheless, a role of E2 in cancer development has 
been suggested , as shown for its ability to induce skin 
tumour formation in a murine model [11]. 

The development of cancer is an uncommon 
outcome in the natural life cycle of HPV and other 
fac tors are needed to promote cancer progression [12], 
such as the immunoJogicaJ status, genetic 
susceptibility and oxidative stress (OS) [131-

The balance between oxidant and antioxidant 
molecules has been defined as a redox sta te. Oxidants, 
such as reactive oxygen species (ROS), are generated 
during cell metabolism, inflammation, infections, 
mechanical and chemical stress or cancer [14]. 
Physiological ROS production is related to cell 
signalling, proliferation and differentiation. However, 
elevated levels of ROS induce OS, which occurs when 
ROS surpass the effect of antioxidant molecules. 
When this condition persis ts, oxida tive damage to 
lipids, proteins or nucleic acids occur, which can lead 
to cellular processes, such as apoptosis, necrosis or 
cancer [15]. Antioxidant enzymes, such as catalase 
and superoxide dismutase (SOD), are criticaJ in the 
balance of ROS production; free radical scavengers 
are also involved, such as glutathione [16J. 

The expression patterns of HPV proteins change 
in reJation to cellular differentiation [17]. These 
protein patterns could differentially influence the 
cellular redox sta te, eventually contributing to cancer 
development. Thus, the participa tion of HPV in 
modulating the redox state has become a topic of 
interest. It has been shown that E7 oncogene 
modulates the expression of catalase, B-cell 
Iymphoma extra-Iarge (Bc1-xL), in terleukin-S (TL-S), 
Fas, Bad and cytochrome e, resulting in resistance to 
OS-induced cell death in human keratinocyte cells 
[18]. The E6 small isoform E6* ¡ncreases OS and 
induces deoxyribonucleic acid (DNA) damage [19]. 
Recently, Marrullo and co-workers [20] reported that 
HPV16 E6 and E7 oncoproteins induce OS and DNA 
damage in head and neck cancer cells. Lai and 
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collaborators [21] demonstrated that HPV18 E2 binds 
to the mitochondrial crest proteins, such as ATP 
synthase, cy tochrome el or cytochrome c oxidase 
subunit n, inducing mitochondrial crest damage and 
OS. Although sorne studies support the association of 
HPV proteins and OS, they focus on the ana lysis of 
individual viral proteins. Therefore, our main goal 
was to explore the redox state and ONA damage in a 
cervical cell model expressing the early proteins E6, 
E7, El and E2, analysed in an integral fashion. We 
used the e33A cellline, derived from cervical cancer, 
which presents a p53 mutation [22]. Despite such 
mutation, this cell line has proved being a useful 
epitheJial model negative to HPV to reveal func tional 
aspects of HPV proteins [23, 24]. In this study, we 
found that the HPV earIy expressed proteins 
differentially modulate ROS production and DNA 
damage as a possible consequence of alterations in the 
expression and activity of the antioxidant enzymes 
cataJase and SOD. 

Materials and Methods 

Plasmids 
The HPV16 and HPV18 E6 open reading frames 

were cloned into the p3XFLAG-CMVIO vector 
(Sigma-Aldrich, SI. Louis, MO, USA) by standard PCR 
techniques. p3XFLAG-eMVIO vec tor harbours an 
ampicillin resistance cassette and a CMV promoter. 
HPV18 E7 and El sequences were cloned into the 
pcDNA3 vector (Invitrogen) adding at the N-terminus 
a 5X-histidine tag and a HA tag, respectively. HPV18 
E2 expressing plasmid was generated by cloning the 
E2 coding region into the pcDNA3 vector. pcDNA3 
vector harbours an ampicillin resistance casse tte and a 
CMV promoter. Identity of each plasmid was verified 
by automated sequencing. HA tagged HPV16 E7 
expressing plasmid was a kind gift from Dr. Lawrence 
Banks (TCCEB, Italy). 

Cell culture and transfection 
C33A cervical cancer derived cell line nega tive 

for HPV, was acquired from American Type Culture 
Collection (ATCC) and maintained in Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium (DMEM) F12 medium 
supplemented w ith 10% foetal bovine serum (FES). 
For transfection, 280, 000 cells were plated in a 60-nun 
dish and incubated to allow adherence; cells were 
transfected using PolyFect® (Qiagen, Hilden, 
Germany) according to the manufacturer's 
instructions. For single transfection, 2.5 ~lg of the 
indicated plasmid was used, whereas for combined 
transfection 1.25 )..Ig of each plasmid was used. 
Forty-eight h after transfection, cells were harvested 
and processed either for immunoblot, ROS 
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measurement, GSH quantification, or enzymalic 
activity analysis. Transfe<:tion efficiency was 
evaluated by immunofluorescence assays by counting 
Ol1e hundred cells, randomly selected, in thrce 
different experimenls for each condition. Briefly, cells 
were seeded on slides in a 6O·mm dish, Ihen 
transfecled and after 48 h, fixed and stained wilh 
primary antibodies diluled in PBS: anti-FLAG (1:50) 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for E6 from bolh 
HPV types; anti-HA (1:50) (Roche, Base!, Switzerland) 
for HPV16 E7 and HPV18 El; anli-HrV18 E7 (1:50) 
(Santa Cruz Biotechnologies, Dalias, TX, USA) for 
HPV18 E7; or anti-HPV18 E2 (1:50) (Santa Cruz 
Biolechnologies) for HPV18 E2. Afler washing wilh 
PBS, slides were incubaled with Alexa 488 in PBS 
(1 :700) or Alexa 555 in rBS (1 :700) secondary 
anli\xJdics (Molecular Probes, Eugene, ORo USA), 
when appropriale. After several washcs cells were 
counterstained using DA!'I and mounted ior 
fluorescence analysis using Ihe EVOS FL microscope 
(fhermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 
Percentage of posi tive cells was graphed and 
slatistical analysis was performed. 

Cell viability 

ViabiJity of C33A cells Iransfected with the 
different plasmids was assessed by evaluating their 
lysosomal metabolism using the dual fluorochrome 
test: carooxyf1uorescein diacelate (CFDA. 
Sigma-Aldrich)/elhidium bromide (Sigma-Aldrich). 
48 homs post-transfection, C33A cells were harvested 
and mixed with a fluorochrome solution containing 
0.015 Ilg/ml of CFDA and 0.02 Ilg/ml of ethidium 
bromide; Ihen cells were analysed with a fluorescence 
microscope (Olympus BX-60), which contains a 
double fil ter Ihal delects the fluorescence of bolh 
compounds. Green cells \Vere identified as 
metabolically active or alive, while red cells were 
identified as dead cells. One hundred cells were 
randomly selected for each condition in three 
independent experiments and evaluated. Results are 
expressed as percentages. 

Western blot analysis 

Prolcin extracts were obtained by adding 5.1mple 
buffer to the cells, which were scraped and Iysed by 
pipetting and boiling. Equal amounls oi protein were 
loaded and separaled in a SOS-PAGE; Ihen, proteins 
were transferred onto a nitrocellulose membrane and 
incubated with the proper primary antibody. 
Membranes \Vere blocked using 7.5% milk in TBS/T 
buffer. Primary antibodies were prepared in TBS/T 
buffer as follows: anti-glyceraldehyde 3 phosphale 
dehydrogenasc (GAPDH, 1:1000) (Santa Cruz 
Biotechnologies), anti-SOD2 (1:1QCX) (Cell Signalling. 

23 

Danvers, MA, USA), anti-SOD1 (1:1QCX) (Cell 
Signalling), anlí-catatase (1 :500) (Cell Sígnalling), 
anti-yH2AX (1:1000) (Aocam, Cambridge, UK), 
anti-H2AX (1:1QCX) (Upslale, Darmsladt. Germany), 
anti-His (1:1000) (Cel! Signalling), anli-HA (1:1QCX) 
(Roche), anti-FLAG M2 (1:2000) (Sigma-Aldrich), and 
anti-HPVl8 E2 (1:1000) (Aocam). Membranes were 
washed three times wilh PBS/T and incubatcd with 
HRP coupled secondary anti-mouse or rabbit 
antibodies (Sanla Cruz Biolechnologies). Membranes 
weTe finillly developed using the ChemoLuminiscenl 
Reagent (Merck Millípore, Billerica, MA. USA) 
accordingly to Ihe manufacturer's ínstructions. 
Densilomelric anillysis was performed using Ihe 
[mage] program ver.1.48h3, National Ins titutes of 
Health (NlH). 

ROS quantification 

ROS production was measured usíng Ihe 
fluorescent probe d ihydroelhidium, OHE, as 
previously described by Pcdraza-Chaverrí et al. [25¡. 
OHE is oxidized lo 2-hydroxyethidium (2-0H-E') and 
ethidium (E') in the cytosol by intracellular oxidants, 
such as superoxide anion (02- - ), hydroxyl radical 
(' OH), peroxynitrite (ONOO-) and peroxides [26, 271. 
Oue to their DNA binding capadly, bolh compounds 
are then retained in the nuc\eus, wilh which il is 
stained. ROS was identified as a red f1uorescent signal 
at Ihe microscope and quantified by fluorometry. 
Forty-cighl h afler transfection, 20).lM OHE was 
dHuted in DMEM F12 wilhoul phenol red and added 
lo the cells incubaling for 30 min at 37 oc. The 
quantitative data of ROS and cell images were 
collecled Ihrough Ihe CytationTh! 5 Cel! lmaging 
Multi-Mode Reader from Biolek (Winoosky, VT, 
USA), which combines digital wide field microscopy 
with a conventional mu ltí-mode microplate, 
providing high sensilivity in ROS quantificalion. 
Thus, cellular ROS production was visualized and 
measured at 510-560 llm cxcitation and at 590 nm 
emission. ROS were visualized and quantified in 
sixtcen difierent fields per well per condition, in three 
independent experíments, using Gen5™ 3.0 software 
(https:/ / www.biotek.com/producIS/ software-roboti 
cs-software/ gen5-microplate-reader-and-imager-sofl 
ware/, Biotek) for data acquisilion and analysis. 

GSH quantification 

Total glutalhione (reduced glutathione [GSHI + 
oxidized gluta thíone [GSSGI) was evalua ted by the 
enzymalic recyc\ing melhod dcscribed by Rahman et 
al. [28¡, in which GSH is oxidized by 5,5'-dilhiobis-2-
ni trobenzoic acid (DTNB) to 5-thio-2-nilrobenzoic 
acid (TNB, detectable at A"'412 nm) and TN B
glutalhione adducts (GS-TNB). Both GS-TNB a!ld 
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GSSG are reduced by gluta thione reductase (GR) in 
the presence of NADPH, to GSH, which in tum is 
oxidized by DTNB to TNB. In this manner, the 
amount of total glutathione calculated in this first step 
represents the sum of GSH and GSSG. 

Next, GSSG was determined by the enzyrnatic 
recycling method mentioned aboye, where samples 
were previously treated with 2-vinylpyridine (2-VP). 
2-VP, that can covalently associate with GSH, to 
remove a11 reduced glutathione, leaving the oxidized 
form of glutathione as the only measurable substrate 
of the assay. Finally, GSH was calculated by 
subtracting GSSG from total glu tathione (GSH + 
GSSG) . 

Briefly, the ceH extract of each transfection was 
diluted with 120 ~I of KPE buffer (0.1 M potassium 
phosphate, 5 mM disodium EOTA, pH 7.5) . Then, two 
separate samples of 20 ).11 each were used to measure 
either total glu tathione or GSSG (these samples were 
previously treated with 2-VP), mixed with OTNB (2.5 
mM) and GR (250 U/mI). Finally, p-NADPH was 
added and the absorbance at ),,=412 nm was measured 
at intervals of 60 secs, for 2 mino The rate of change in 
absorbance for each experiment was compared with 
GSH or GSSG standards. 

Antioxidant enzyme activity assays 
The antioxidant enzyme activity was measured 

as previously described by Molina-Jijón et al. [29]. 
Briefly, 500 activity was spectrophotometrically 
evaluated at 560 nm based on nitroblue tetrazolium 
(NBT) reduction to formazan. The level of protein that 
inhibits NBT reduction to 50% was defined as one unit 
of SOO activity, comprising the activity oE SOO 1 and 
SOO 2. Catalase activity was assayed at 240 nm by a 
method based on the decomposition oE H202 by 
ca talase contained in the samples. Units oE catalase 
enzymatic activity are expressed as K/mg protein, as 
previously described by Aebi [30]. 

Statistical analysis 
AH experiments were performed in triplicate and 

data were analysed as the mean ±SO. ANOVA and 
the Tukey's test were used to determine the statistical 
significance of the experimental condition versus the 
control. 

Results 

HR-HPV E6 oncoproteins increase ROS 
production and decrease GSH levels 

The transfection efficiency of the plasmids used 
in this study (E6. E7 and E6/E7 from HPV16 and 18 
and El , E2 and El /E2 from HPV18) was evaluated in 
the C33A cell line, finding an average transfection 
efficiency of 49% (data not shown). To determine the 
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influence of HPV16 and HPV18 E6 oncoproteins on 
the redox sta te, ROS production and GSH levels were 
measured. C33A cells transfected with flag-tagged E6 
expressing plasmids from HPV types 16 and 18 
showed an increase in ROS of 61 % and 42%, 
respectively, compared to cells transEected with p3X 
control vec tor (Figure lA and lB). No differences 
were found in the levels of ROS among HPV types . 1t 
is known that a natural cellular response to an 
increment in ROS is its neutralization by antioxidant 
molecules such as GSH. As a result, GSH is oxidized 
and its levels decrease as long as ROS increase. 
Therefore, we evaluated GSH status in C33A cells 
transfected with plasmids expressing E6 from HPV16 
and 18, where a measurable reduction in GSH levels 
was Eound (67% and 76%, respectively), compared 
wi th the control vec tor (Figure 1C). We also 
demonstrated that the observed changes in ROS levels 
due to the expression of the E6 oncoproteins, had no 
effect in cell viability as measured by the CFOA/Et-Br 
assay (Figure I D). 

E6 proteins modulate the levels and activity of 
antioxidant enzymes 

To determine whether E6 affects the antioxidant 
enzymes catalase and 500, their levels and activities 
were evaluated. Figures 2A and B show a remarkable 
decrease in the catalase protein levels in the presence 
01 E6 lrom HPV16 (up to 89%) and HPV18 (up to 92%) 
compared with cells transfected with the control 
vector. We further analysed if the reduction in protein 
levels also affected catalase activity. Figure 2C shows 
a decrease in ca talase activity in the presence of E6 
proteins from HPV16 (52%) and HPV18 (26%) with no 
differences among viral types. Afterwards, SOOl and 
2 levels and activity, which are also key antioxidant 
enzymes implicated in ROS regu lation, were 
measured in the presence of E6 proteins. We did not 
find differences in SOO! or 2 protein levels compared 
with the control cells, as indica ted by the immunoblot 
and densitometric analysis (Fig. 20, E, F, G). 
Furthermore, E6 oncoproteins did not modulate SOO 
activity (Fig. 2H). 

E6 oncoproteins induce DNA damage 
The presence of high levels of ROS is closely 

associa ted with ONA damage since it favours the 
breakdown of double-stranded DNA [31 J. To 
determine if the increase in ROS induced by E6 
oncoproteins could lead to ONA damage, we 
measured the phosphorylated form of the histone 
variant H2AX (yH2AX), a proficient biomarker for 
double-stranded ONA breaks [32]. We found that the 
yH2AX/ H2AX ratio increased 2.2- and 2.3-fold in cells 
expressing E6 oncoproteins from HPV16 and 18, 
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respectively, cOlllpared to cells transfected with the 
control plasmid, p3X (Fig. 3), which was associated 
with the increase in ROS. 

HPV E7 oncoproteins red uce ROS levels and 
increase GSH levels 

It has previously been demonstrated that the 
HPV16 E7 oncoprolein induces the expression of 
catalase and a decrease in ROS levels [331. Therefore, 
we were inlerested in analysing the effect of E7 from 
both HPV16 and HPV18 in I{OS production in the 
C33A cellline. OUT results, demonstrated that E7 from 
HPV16 and 18 reduced Ihe levels of ROS in 60% and 
42%, respectively, compared lo control transfected 
cells (Fig. 4A and 4B). Regarding GSH, we found Ihat 
E7 frOlll HPV16 and 18 increased GSH levels in 3 and 
2.4- fold in 03A transfected cells, respectively 
(Figure 4C). C33A ceH viability did nol show any 
change in E7 transfected ceH, in comparison wilh Ihe 
p3X control vector (Figure 4D). 

E7 oncoproteins change t he levels a nd activity 
of antioxidant e nzyrnes 

In contrast to Ihe effect of E6 oncoproteins, ROS 
production decreased in cells expressing E7, as 
depicted in Figure 4; hence, we wondered if E7 could 
also afiect catalase and 50D levels and their ac tivities. 
C33A ceHs, transfected wilh HPV16 and 18 E7 
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18E6 
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• O • 

o) 
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expressing plaslllids, exhibited 3.4- and 3.2-fold 
enrichmenl in catalase protein levels, respectively 
(Fig. 5A, E), with an increase in catalase activity oi 
46% and 40%, correspondingly (Fig. 5C). 
Additionally, 5001 protein levels decreased in 37% 
and 52% in cells carrying E7 from HPV16 and 18, 
respeclively (Fig. 5D, E). However, Ihe levels oi 5OD2 
did nOI change, as demonstrated by Western blo! 
analysis (Fig. 5F, G). Meanwhile, 5001/2 enzymatic 
activi ty decreased in 50% in the presence of E7 from 
HPV16 and 27% for HPV18 (Fig. 5H). Since E7 
decreased ROS levels, as expected Ihe )'H2AX levels 
were not altered in Ihe presence of E7 frolll either 
HPV type 16 or 18 as shown in Figure 6. 

T he combined expression of E6 and E7 does 
not affect ROS production 

We demonstrated Ihat the redox status of C33A 
cells is modulated by E6 and E7 with opposile effecls 
(Figs. 1 and 4). lt is worth noting thal during an HPV 
infection, E6 and E7 oncoproteins are simultancously 
expressed when translated from a single bicistronic 
E6-E7 transcripl [341 . Therefore, we analysed the 
effect of the combined expression of E6 and E7 on 
redox regulation. E6 exprcssing plaslllids were 
co-transfected together with tagged versions of E7 
from bolh HPV16 and 18. Our results show no 
differences in either ROS production or GSH levels or 
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figure l . H um an papilloma~irus (HPV) E6 oneoproc. lns Inero •• che productl o n of reactive oxygen specles (ROS) and GSH In ellA ee ll •. 
R~pre.ent.o~....., ... (A) ."d q ... nti\.l~ d.u (B) 01 ROS indoxed by E6from Hf>Vt)'p ... 16 .nd 18. Qu.ntiUti • ., d.t.o were obt.oined ~8 hou ... . ltertr. n.le<;.ion in 
c~lI. e"",~ .. ing E6 Ir"", each virol .ype. cO"'f'Orin,g with p3X tran<I.,<t~d « 11< as control. The",.." in,.,n.ity 01 e thid""n floore".",~ w>. ""' .. ured in 16 differem 
field. per well per condnion ",ing Gen S"""' 3.0 .oItwore 10<" imqe ocquisition . r>d q<J. milic. tion. E6 <lecreased GSH {C) . r>d d;d noC chang., enA cell vi.l>ilicy in 
compari,on wiu, me control vector (O). The fluore"e",e in'",,<ity. GSH le,eI< .nd cel l vi.l>ility ore exprM<ed ., me "". ntSO. T ukey". ' M' · p<O.OS . nd ""p<O.OOS 
.. control (p3X). n:3. 
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cell viability when cells simultaneously expressed E6 
and E7 oncogenes frcm each viral type, compared to 
the control (Fig. 7 A, B, C, O). Additionally, cataJase 
levels and activity did not show any change when 
both oncogenes were co-expressed (Fig. 8A, B, C) . 
Among the antioxidant enzyrnes tested, SODl protein 
levels decreased in 63% and 67% in the presence of 
both oncoproteins E6/E7 from HPV16 and 18, 
respectively (Fig. 80, E); in contrast, SOD2 remained 
unchanged (Fig. 8F, G). A decrease in SOO activity 
was al50 fcund when E6 and E7 were expressed 
together (Fig. 8H), although yH2AX levels did not 
change (Fig. 9A, B). 

El and E2 co-expressed proteins ¡ncrease ROS 
levels and decrease GSH levels 

We further analysed the effect of HPV El and E2 
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proteins in the redox sta te. Since such viral proteins 
are highly conserved among HPV types [S, 35], we 
tested El and E2 from HPV type 18. 

ROS levels were evaluated in cell s transfected 
with HA-tagged El and E2 expressing plasmids. 
Figure 10 shows that while El did not affec t this 
parameter, E2 increased ROS in 36%. lnterestingly, 
the combined expression of El and E2 proteins 
showed a 46% increase in ROS compared to the 
control cells (Fig. l OA, B). We measured GSH in C33A 
cells expressing El, E2 and El/E2, finding a 
measurable decrease in GSH levels in 50%, 6S% and 
57%, respectively (Figure lOC)o No changes in 
viability were found in cells expressing El, E2 or 
El / E2 (Figure lOD). 
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Figure 2. Human papillomavirus (HPV) E6 oncoproteins decrease catalase protein levels and activity and do not a ffect SOOl/2 levels Or activity. 
Representative immunoblot (A) and quantitative densitometric (6) soowing E6 express ion and catalase protein levels in C33A cells alter 48 hours of transfection with Flag·tagged 
HPVI6 E6 or HPVI8 E6 and p3X vector: glyceraldehyde 3 phosph.ate dehydrogenase (GAPDH) W;1S used as a loading control. Catalase enzymatic activity in CHA transfected 
cells expressing HPVI6 or 18 E6 oncoproteins (C). Representative immunoblot (D) and densitometric analysis (E) of superoxide dismutase (SOO) I in C33A transfected cells 
transfected: GAPDH was used as a loading <:ontrol. Representative immunoblot (F) and densitometric analysis (G) of SOD2 expression. in re lation tO GAPDH. SOO enzymatic 
activity In C33A transfected cells (H). Data are expressed as the mean±SO. Tukey's test "'p<O.05 . .... p<O.OO5. and - p<O.OOOS vs p3X control. n"'). 
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Figure 3. Human papillomavirus (HPV) E6 oncoproteins ¡ncrease ONA damage in ellA cells. Representative immunoblots (A) showing total H2AX 
and ¡H2AX in el3A cells 48 hours after transfection with Flag-tagged HPVl6 E6. HPV 18 E6 and pJX vector. Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
was used as a loading control. Densitometl)' of yH2AX arld H2AX proteins (B). Data are expressed as the ratio af relative units between yH2AX and H2AX. Data 
are shown as the mean±SD. Tukey's test · p<O.OS vs p3X control. n=3. 
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Figure 4. Human papillomavirus (HPV) E7 on<::oproteins decrease reactive oxygen spedes (ROS) a nd ¡ncrease GSH in ellA cells. Representative 
images (A) and quantitative data (B) of ROS levels in HA-tagged HpVI6 E7. HIS-tagged HpVI8 E7 and control pcDNA3 expressing cells. Quantitative data were 
obtained 48 hours after transfection. The mean intensity of ethidium fluorescence was measured in 16 different fields per well per condition using GenS™ lO 
software for image acquisition and quantiflCation. H?V 16 and 18 E7 increase GSH (C) without affecting cell viability (D). in comparison with pcDNA3 transfected 
cells. The fluorescence and GSH quantification and cell viability are expressed as the mean±SD. T ukey's test *p<O.OS and **p<O.OOS vs control (p3X). n"l 

El and El ¡ncrease catalase activity 
We next evaluated whether El and E2 proteins 

could affect the antioxidant enzyme levels or ac tivity. 
We performed transient transfection of C33A cells 
with plasmids encoding HA-tagged El and E2 from 
HPV18. Figure llA, B show that catalase levels were 
not affected by the presence of HPV18 El and E2, 
either singly transfected or combined. Nevertheless, 
when measuring cataJase activity, we found an 

inerease of approximately 1.9-fold for the tested 
conditions (Fig. 11C). Furthermore, we evaluated 
whether El and E2 affeeted SOD1 and 5002 pro tein 
levels and activities. As depieted in figure 110, E, 
50D1leveJs deereased in the presenee of E2 in 71 % or 
El/E2 in 88%. Mean while, S002 levels decreased in 
67% for El , 73% for E2 and 72% for El/E2 (F;g. l1F, 
G). Moreover, the presence of El decreased SOO 
activity in 61 %, E2 in 44% and E1/ E2 in 62% (Fig. 
llH). 
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The combined express ion of E I and E2 
proteins induces ONA damage 

FinalIy, we evaluated whether El, E2 or El/E2 
protein expression could induce ONA damage, as 
measured through the yH2AX levels. We found that 
only the combined expression of El and E2 increased 
the ratio 01 yJ-l2AX(H2AX (4.3-lold) aboye the control 
cells (Fig. 12A, BI. 

Discussion 
Oxidative stress has been proposed as a critica! 

factor in triggering cervical can cer due to ONA 
damage induced by different reactive species, w hich 
increases the probability to produce HPV genome 
integration [36], frequently resulting in a disruption of 
the E2 open reading frame and subsequent 
over-expression oí the E6 and E7 oncoproteins [37]. 
Therefore, the mechanism by which OS probab!y 
induces the integrabon of the HPV genome into the 
cellular genome is now a subject of investigation. To 
determine whether HPV E6, E7, El and E2 early 
expressed proteins modula te cellular redox state and 
its implication in ONA damage, we conducted a series 
oí experiments to measure the impac t oí these 
proteins in redox regulation. 

It was demonstrated that E6 from HR-HPV 
increased ROS production. ROS production begins 
when O2 is reduced to 0 2'- by different cellular 
processes, becoming poisonous when it accumulates 
in the cells. Consequently, cells express antioxidant 
enzymes, such as 5001/2 and ca talase, glutathione 
peroxidase (GPx) and thioredoxin (IRx), and 
non-enzymatic antioxidants, such as glutathione and 
vitamins (A, C, E), which represent the whole 
antioxidant barrier [15]. In this study, we found a 
GSH depletion associated to ROS increase in the 
presence of E6. This condition could involve the 
regulation of cataJase or SOO, which are potent 
antioxidant enzymes regulating OS. We demonstrated 
that ca taJase levels decreased in the presence of E6 
írom HR-HPV. Consideri.ng that enzyme levels do not 
necessarily reflect its antioxidant activity, we 
measured catalase activity in the presence oí E6, 
finding a decrease due to this oncoprotein. One 
possible explanation of such cataJase down-regulation 
couId be an effect of epigenetic changes, such as the 
modulation of miRNAs by E6 oncoprotein [38, 39], 
although íurther studies are needed to determine the 
mechanisms by which HPV proteins modula te the 
redox sta te. 
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Figure 10. Human papillo mavirus (HPV) EI /E2 proteins increue the production react ive oxygen species (ROS), while GSH is decr e<lsed in the presence 
of E 1, E2 or E l/El in e llA transfected cell s. Representative images (A) and quantitative data (B) of ROS levels in ceUs transfected with HPV 18 El. HPV 18 E2. HPV 18 EI /E2 
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In eontrast, 5001/2 levels or aetivity were not 
rnodified by E6. Sorne reports have shown that HPV16 
E6*, a spliced isoform of E6, inereases ROS and DNA 
damage in the osteosareoma derived eell line U-2 OS, 
associated to a deerease in S002 protein levels l19J.ln 
the present study, no changes were found in 50Dl or 
5002 protein levels and activity when E6 proteins 
from both HPV types were eetopically expressed. lt 
should be considered that when wild type E6 is 
expressed, both full-length E6 and E6* are produced, 
making it possible that independent effects of E6* 
eould be hidden in the presenee of full-Iength E6. 

lt is well known that persistent ROS levels 
promote double-stranded DNA breakdown [311; 
therefore, we sought to determine the effect of E6 on 
yH2AX, a profieient biomarker for ONA daOlage [32]. 
Our data showed that E6 from both viral types 
increased yH2AX, suggesting that the effect exerted 
by E6 on ONA damage is soOlehow due to a reduction 
in eatalase levels and aetivity, resulting in an inerease 
in ROS. 

In contrast to E6, we found that E7 from HPV16 
and 18 deereased ROS, which was associated with an 
inerease in the levels and enzymatic activity of 
cataJase. Our results agree with those reported by 
5him et al. [33], who showed a similar effect for 
HPV16 E7 in HaCaT eells, an immortalized keratino
cyte cell model. Moreover, we also found that the 
presence of E7 decreased OS, avoiding DNA damage, 

as eould be reflected by the yH2AX marker (Figure 6). 
lnteres tingly the co-expression of E6 ami E7 did 

not change ROS levels nor indueed DNA damage. 
Regarding the tested antioxidant enzymes, the 
individual effeet of E6 oncoprotein on ca talase seerns 
to be neu tralized by E7. 5ince the combined 
expression of E6jE7 exclusively deereased 5001, but 
not S002 levels, it is possible that the reduction in 
500 ac tivity is exclusively related to 500], as seen in 
Figure 5. These pieees of evidenee suggest that the 
ONA darnage induced by E6 is somehow avoided by 
the protective effect granted by E7. In contrast to the 
data obtained by Marru llo and co-workers in a head 
and neck caneer model [201, we did not find an 
inerease in OS or evidenee of ONA damage when 
both, E6 and E7 prote¡ns, were expressed. It is 
possible that the cellular context used in this study 
somehow influences the d ifferen t actions for E6 and 
E7 oncoproteins. Indeed, in this work C33A cells were 
used, whieh are characterized by a p53 protein 
mutated in its ONA binding motif, thus laeking its 
transeriptional functions [221. It is worth to notice that 
5him et al. also found an ¡nerease in eatalase levels 
due to E7, when using a p53 mutated Olodel [33, 40]. 
Thus, it is possible that our findings rnight be 
p53-independent; aJthough difierent effeets of the 
HPV proteins, regarding eeBuJar redox, eould be 
found in distinct cell contexts, including a funetional 
p53, whieh deserves further studies. 
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Figure 11. Human papillomavirus ( HPV) El , E2 and EI /E2 ¡ncrease catalase activity, w hile SOOI and 5002 proteio levels and SOO activ ity 
decrease. Representative immunoblot (A) and densitometric analysis (8) of catalase levels in el3 cells transfected with HA-tagged HPV18 E l. HPV 18 E2. HPV 18 
E l /El or control pcDNAJ plasmids 48 hours after transfection. C atalase enzymatic activity in ellA transfected cells (e). Representative immunoblot of SOD I (D) 
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A) B) 

Figure 12. Human papillo m avirus (HPV) 18 EI /E2 p romote DNA damage in e 33A transfected cells. Representative immunoblot (A) and 
densitometric analysis (B) of ¡ H2AX and H2AX proteins. Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control. Data are expressed 
as the ratio of relative units between ¡ H2AX and H2AX at 48 hours post transfection and presented as the mean±SD. T ukey's test **p<O,OOS vs pcDNA3 control. 
n=3. 

http://www.i jbs.com 



63 
 

/nt. I Bio/. Sei. 2018. Vol. 14 

A) 
HR·HPV .. ¡"fect ion 

"1 .. 

B) 
HO HPV iNfECOOH 

--..¡ "" SODl •• .¡ -1 •• • SODl 

....A 
T 

"""" 
GSH 

D) HR-HPV E6 

, _o, 

E6 
catalase 

HR-HPV E6/E7 

E6 'y 

/' 

E7 NO 
EFFECT 

.. .. .. .. .. .. .. ... ~ .. 
E2&.E1 

E2 &:El 

-HR-HPV 
releue 

/ 

E6 &.E7 

E' 
E6yE7 
,. E6&: 

HR-HPV ,enomelntecrltlon • •• 

C) HR·HPV U/u 

catalase 

El 

--1 

/ 
-1 

ROS 

• • 
5001 '" '" '" 

.... ; ",,." " " . '. ., ..... . 
'. " 11 ... . ...... '" " . ' . 

5001 '" 

HR-HPV E7 

E7 

-1 

- -1 
catalase 

ROS 

" 
" ,," " 
T 

GSH 

ROS 

" 

33 

DNA 

f 

DNA 

Figure Il . High-risk huma" pa.pillomavirus (HR-HPV) early e1<pressed protejns differentiaJly modulate the redoll ' tate. HPV ¡oleen epithelial «('lis. inducing 
genome replication and vírion production as part 01 me viral life 'rele. High levels 01 El and E2 proteins are expressed during the early stages 01 an HPV infection. Once 
integr.ltion oecurs. E6 and E7 accumulate with me subsequenr cellular changes driving to cancer development (A). In non-infened cells. ROS production is controlled by GSH. 
SOOI/2 and catala$e avolding ONA damage (B). ln HPV-inl('(ted cells. El plus E2 decrease SOO 1/2 expresslon (dOlllne). increa$ing ROS. whlch Is a$sociated lO a deplelion In 
GSH and me induction 01 ONA damage (C). In HPV-translormed tells. the E6 oncoprotein increases the levels 01 ROS and induces ONA damage by decreasing GSH and catalase. 
In contrast. the E7 oncoprotein decreases ROS levels due to che increase 01 catalase and GSH. while ONA damage is not induced. Meanwhile. in che presen<:e 01 both E6 and E7 
oncoprotelns. the eff('([ 01 E7 avoids me E6-driven ONA damage (D). 

Addi tionally, we determined the influence of El 
and E2 proteins on cellular redox state. Lai et al. l21J 

showed that the E2 from HPV18 ind uced ROS in 
HaCaT cells, with no apoptotic effect, which was 
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associated to a modificatian oí the mitochondrial 
crests. In agreement with such data, we faund tha t E2 
frcm HPV18 did not affect ceH viability, while an 
increase in ROS generatian in C33A cells was 
promoted. Moreover, HPV18 El plus E2 increased 
ROS production, while El separately did noto The 
observed increase in ROS levels could be due to the 
action of E2 protein on the mitochondria l crests as 
well as to the l11odulation of 5001/ 2 levels and 
activity, as we faund . The SODllevels only decreased 
in the presence of E2 and El / E2, but not with El 
alane. Furthermore, we faund that El and E2 alone or 
together increased ca taJase activity. lt is feasible that 
the increase in ROS found in the presence of E2 and 
El / E2 is mainly d ue to the ability of E2 to induce 
modiCications in mitochondrial crests along with a 
decrease in SOD activity. Moreover, the increase in 
ROS was associa ted with DNA damage only in E1 ! E2 
co-expressing cells, indicating an additive effect oC 
both proteins. Our results are consistent with 
Sakakibara et a l. {41J, who demonstrated tha t El plus 
E2 induce DNA damage, in foei that possibly 
represent viral replication Cactories. Nevertheless, it is 
stilJ necessary to determine whether the increase in 
ROS induced by El and E2 is implicated in the viral 
replica tion process. 

The increase in OS and DNA damage in C33A 
cells due to El ! E2 could resemble the results obtained 
by De Marco et al. [421 and Visalli et al. [431, who 
demons trated lhe presence oC high levels oC ROS and 
DNA damage in dysplastic tissues, where it is known 
tha t El and E2 are highly expressed. Our results also 
show that the co-expression of E6! E7 oncogenes 
produced a balance in the redox state, which could 
partially explain the reduction oC ROS with no DNA 
damage in cancer ti ssues, where E6 and E7 are 
overexpressed. Our data suggest that the early 
expressed HPV proteins tightly regulate OS, which 
could be a critical event in the establislunent oC a11 
HPV persistent infection and!or in the d evelopment 
oC cervical cancer. 

In summary, this study shows that El , E2, E6 
and E7 early-expressed protei11s from HR-HPV 
differentially modulate ROS production and DNA 
damage, which is due in part to the antioxidant 
modulation exerted by GSH, 5OD1, 5OD2 and 
ca ta Jase, impacting in the cellular redox sta te, which 
could influence the outcome oC an HPV infectio11. 
Figure 13 shows a proposed model for the role of the 
early expressed HPV proteins on the modulation on 
cellular redox sta te. 
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1. Introduction 

ABS TR ACT 

High-risk Human PapiUomavims (HR-HPV) is the callsative agent of different human cancers. A persistent 
HR-HPV infeclion a!ters several celJular processes involved in ce!! proliferation, apoptosis, im!llWle evasion, ge· 
nomic instability and transformalion. Cumulalive evidence from past studies indicales Ihal HR-HPV proteins are 
associated with oxidative stress (OS) and has been proposed as a risk factor for cancer development. 

Reactive oxygen and nitrogen species (RONS) regulate a plelhora of processes inrlllcing ceHular proliferation. 
differentiation and death. Oxidative stress (OS) is generated when an imbalance in the redox state occurs due 
to deregulation of the oxidant and antioxidant systems, which, in tum, promotes ¡he damage of DNA, protein$ 
and lipids, a!lowing the accumulation of mutations and genome instability. OS has been associated with the es· 
tablishment and development of different cancers, and it has recently been proposed as a co-factor in cervical 
cancer development. 

This review is focused on evidence regarding the association of OS with HR-HPV proteins. and the interplay 
of the viral proteins with diff<!n"!nt elem<!nts of the ~ntioxid¡mt and DNA d¡¡mage response (DDR) systems, <!m· 
phasizing the processes that might be required for the virallife cyc1e and viral ONA integration into Ihe host 
genome, which is a key elernent in the carcinogenic process indllced by HR-HPV. 

els of reactive oxygen and nitrogen spccies (RÜNS), leading to the oxi
dation of proteins, lipids and DNA (Bartsch and Nair, 2006). 

High.risk Human Papillomavims (HR-HPV) infection is the mosl 
prevalent sexually transmitted disease, and persisten! HR-HPV infecl"ion 
is well recognized as being requisile for cervical cancer developmenl 
(Walboomers el a1., 1999; zur Hallsen, 1996). Moreover, HR-HPV has 
been recognized as the callsative agenl for other anogenital cancers and 
a subset of head and neck cancers (Chaturvedi el al., 2011; Fakhry and 
Gi11ison, 2006). 

A1though the inllammatory process induced by HPV is a main source 
of reactive oxygen and nitrogen spccies (RÜN$), HPV proteins have 
been associated with the production and reduction of these species. 
Thus, this review is focllsed on rhe role of HR-HPV proreins in the regu
lation of cellular redox elemenls that promote OS, as factors cooperating 
in the development of HR-HPV-related cancers. 

2. Human papillomavirus and cervical cancer 
HPV infections induce inllammalion as a general immune response 

against the pathogens (Mogensen, 2009). [n this process, leukocytes 
migrale lo the infection site and release differenl chemokines lO pro
mole viral infection elimination, the chronic persislence of which is pro
posed as being ¡nvolved in cancer development (Collssens and Werb, 
2(02). The chronic inllammatory process increases cellular lev-

A persistenl infection with HR-HPV is the main risk factor for cer
vical cancer development (Walboomers el al., 1999). Among the HPV 
types identified so far (Burd, 2(03), nearly forty types infect the mucosa 
of the <'Inogenit<'ll region <'Ind <'Ire classified as low-risk (LR) or high-risk 
(HR) HPVs, according lo their carcinogenic potential (MlillOZ et al ., 
2003) . 
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A. O"z-Gngorio ~l aL 

HPVs Me small double-strnnded ONA vimses whose genome consists 
of 8000 bnse pnirs divide<! into three regions: the long control region 
(LCR) and Ihe early and late regions. The enrly region encodes 6 pro
teins: El, E2, E4-E7 (lheng and Baker, 2006). El and E2 are involved 

in viral ONA replication nnd the regulation of viral oncogene expression 
(Abbate et ni ., 2004; Gillitzer el al., 2000). The E4 protein has been as
sociated with the cytokeri-ltin colJi-lpse during vidon release in the final 
steps of the viral cycle (Doorlmr, 2013). ES-E7 are the viral oncogenes 
that participate in cell irnmortalization and transforrnation (Moody and 
Laimins, 2010). In i-l multisti-lge model for skin Ciucinogenesis, Maufort 
et al. (2007) showed that the E5 protein participat~ in the initiation, 
promotion and progression of Cnncer (Mnufort et al., 2007). lt is well 
known that E6 and E7, arnong their diverse interactions with cellular 
proteins, associate with p53 and induce the degradation of pRb, two of 
the main turnour suppressors (Boyer et al., 1996; Thomas el al., 1999). 
Additioni-llly, the 1..1 nnd 1..2 proteins i-lre encoded by the late viral region 
and fonn the HPV capsids (Baker et ni., 1991; Finnen et al., 2003). 

A key featme in cervicnl cancer development is the integration of 
the vi rnl genome into the host genome. This evenl leads to cancer pro
gre:ssion through the over-expression of the viral oncogenes E6 <lnd E7 
due to Ihe l<lck of Ihe E2 repressor (B<ld<lracco et <11., 2002; Romanczuk 
i'lnd Howley, 1992). The integration process can be induced by differ
ent mechanisms; for instance, the mprure of chromosome fragile siles 
(Thorland el al., 2000), replication str~s (Jang et al., 2014), epigenetic 
modifications (Chaiwongkol et al., 2013; Groves el al., 2016), a de
crense in the activiry of ONA rePi'lir mi'lchinery (Winder et al., 2007), 
infiarnmation (Williarns el ni ., 2011) or oxidative stress (OS) (Chen 
Wongworawat e t aL, 2016). 

3. Cancer and RONS 

The cellul<IT redox state is defined as the bal<lnce between anl ioxi
dant and oxidant molecules. Oxidants inelude reactive oxygen and ni
trogen species, which are generated during cellular homeostasis or cel
lular diseases ineluding cancer (Darr and Fridovich, 1994). RON$ have 
been associate<! with the regulation of cell proliferation, signalling and 
differentiation by acting as second messengers in severi'll signal trans
duction pathways (Valko et al., 2007). However, RONS levels Ci'ln over
come the effect of enzymatic and non-enzymatic antioxidant molecules, 
inducing OS. Antioxidant enzymes inelude superoxide dismutnse (SOO), 
glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) , among others. Among 
the non-enzymatic antioxidants, glutathione (GSH) and vitamins A, C 
i'lnd E i'lre the most important (C<lden<ls, 1997; Kryston et i'll., 2011; 
Vtllko et al., 2006). When the OS persists, RONS Ci'ln oxidize lipids, pro
teins or nueleic <lcids, which in turn can induce <lpoplosis, necrosis and, 
in excepl ionnl cases, cancer (Valko et aL, 2007). 

Cancer is define<! as <1 multist<lge celluli'lr process ineluding inititl
tion, promotion, and progression stages (Vnlko et <I\., 2007). It has becn 
proposed Ihat oxidative stress particip<ltes in these sti'lges. For insti'lnce, 
RONS directly oxidize ONA, inducing ONA damage, which allows the 
appearance of mutations; moreover, RONS C<ln <lctivate the prolifera. 
tive processes involved in cancer initiation. Ouring this sttlge, severnl 
gene mut<ltions tlCC\lmuli'lte, in pan due to RON$ oxid<ltion, tlnd ONA 
integrity is affecled (Valko et ni ., 2006). 

The promotion stage is associate<! wilh the induction of prolifera
tion or the inhibition of apoptosis. It has becn shown that the genera
tion of hydrogen peroxide (H20 2) activates growth factors such as the 
platelet-derived growth factor (POGF) and the epidermal growth factor 
(EGF), with the consequent up-regul<ltion of prolireration (Btle et i'l1., 
1997). 

The C<lncer progression stage involves genetic and chromosome in
stabililY. OS participates by adding f1.1Tther ONA alterations, such i'lS 
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ONA adducts, which cause ONA nnd chromosome dismption (Vnlko et 
<11.,2006). Furthennore, OS promotes rhe oxid<ltion of ONA nitrogenous 
bases producing 8-oxo-guanine, inducing !he trapping of lopoisomerases 
in these oxidized ONA sites, which in turn breaks the double-stranded 
ONA (Oarou! et al., 2004; Pourquier et al., 1999). Moreover, lhe lev
els of the components o( the antioxidant system, cat<llase, SOO and glu
tathione, are decreased in several tumours, while RONS levels are in
creascd (Kh<ln et al., 2010). Several C<lncer rypcs have been assocl<lted 
with a deregulation of RONS and OS, induding bladder (Miyajima et a\., 
1997), bri'lin (Salganik et al., 2000), hre<ls t (Brown i'lnd Bicknell, 2001), 
gi-lStric (Oliveiri'l et al., 2003), liver (Ci'llvisi et al., 2004), lung (Azad et 
<11., 2008), oral (Babar er <11., 2007), cervix (Sharma er <11., 2010) and 
ovarian (Senthil et a\., 2004) cancers, as well as me1anoma (Fmehauf 
<lnd Trapp, 2008), and lymphomi'l (van de Wetering et al., 2008). 

4. RONS production 

Aerobic living systems use oxygen (02), <lS the fin<l] electron accep
tor in the ele<:tron lransport chain (ETC) in mitochondria 10 produce en
ergy in the fonn of adenosine triphosphate (ATP) (W<llltlce, 2012). [n 
this process, O2 can be reduced to its mosl reactive radical, O2 - , d1.1Ting 
electron lCi'lki'lge in the mitochondria, Ihrough cytochrome P450 reduc
tase or cylochrome b5 in the endoplasmic reticulum (ER), or thro\lgh 
NAOPH oxidases (NOXs) or xanrhine oxidase (XO) in rhe cytosol. [n 
lum, O2 - is transfonned into HZ02 by different enzymes such as su
peroxide dismutase (500) or NOXs (Vtllko eT al., 2007). Nitric oxide 
synthase (NOS) produces NO - , which can re<lcT with Oz - to produce 
peroxynitrite (ONOO-) (Dijkstri'l et <11., 1998) (Fig. 1). O2-, H20 2, and 
ONOO - have been defined i-lS RONS. Their production is balanced dur
ing cellular met<lbolism by the <lntioxidant <lction of enzymes or <lntiox· 
idant scavengers. For instance, H20 2 is reduced by catnli-lSe (CAT), glu
t<lthione peroxidase (GPx) and glutathione reducti-lSe (GR) to produce 
H20 . In addition, GPx can also convert ONOO - into NO- , a non-reac
tive substance (Valko et al., 2007). In cellular homeostasis, cel1s exposed 
to RONS do not suffer significant inj1.1TY due to the action of Ihese an
rioxidant moleclll~ . Nevertheless, the protection gr<lnted by 500 , CAT, 
GPx, GR and the antioxidant scavengers can be overcome by a grealer 
production of02 -,1-120 2, or ONOO- or a depletion ofi'lntioxidi'lnts, with 
<1 consequent induction of oxid<ltive stress (Halliwell, 2007). Thus, dur
ing oxidnlive stress, RONS surpass antioxidnnt control systems, gener
ating oxidalive damage in ONA, proteins and lipids (Phaniendra et aL, 
2015) (Fig. 2). Then, the resultant lipid radic<lls, such as m<llondY<llde· 
hyde (MOA) and 4-hydroxynonenal (4-HNE), are highly reactive and in 
\Urn can di'lmage ONA (Halliwell, 2007). 

Together, RONS and lipid radicals induce ONA damage, triggering 
Ihe antioxidant syslem and ONA repnir machinery through the activa
lion of ATM/ATR kinases (Uou and Storz, 2010). ATM and ATR ki
n<lses are the m<lin proteins thtlt detect ONA d<lmtlge, <lctivi'lting the 
DNA damage response (DDR) signnlling pathway (Hg. 2). The ODR sig
nalJing Pi'lthway activates p53 through its phosphorylation at threonine 
(Thr) 18 and serine (Ser) 20. p53 then <lrrests growth <lnd cell cyele 
process, allowi ng time for the rep<lir of the damnged ONA (Craig et a\., 
2003; Zilfou and Lowe, 2009). When ONA is not rePi'lired, p53 pro
motes i'lpoptosis, ensuring the elimin<ITion of cells th<lt are potenti<llly 
cancerolls due to !heir allgmented mutagenic Tate and genomic insta
bility (ColoHa et <11., 2009; HusSi'lin et al., 2003). The establishment of 
cellul<lr antioxidant responses needs 10 be fasr and efficient ro neutrnlize 
the potential oxidanl effe<:ts provoked by RONS. One initial mechanism 
in response to incrensed RONS is the activation of transcription<11 factors 
such as Nrf2 <lnd FoX03, which induce the expression of antioxid<lnt en· 
zymes (500, CA T, GPx) or antioxidant scavengers sllch as glutalhione 
(Dinkovi'l-Kostova et <11., 2002; Putker et al., 2015; Valko et i'l1., 2007). 
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reduc!'d 10 H,o, by rhe antíoxidanr enzyme SOD. Nal, H,O, can be reduced lo H,O by orher amioxidanr enzymes such as CAT or GPL O, ' - can al", be produced by orher m""hanisms; 

for inslance. when NOXs is activmed it can produce 0 , ' - from O,. On the orher hand. NOS produce NO" frolll L·Arg. Subs«[uently. O, ' - plus NO' produce ONOO' Addi tionally, H,O, 
can be produced at Ihe endoplasmic reticulum (ER) under stress rondirion • . These RONS damase ce!lular DNA, protein. and lipids; neverthel ... s, ceH. have an aJllioxidant systelll rhar 
roumeracts lbeir effects. 
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Fig. 2. RONS induced DNA dmllase. RONS ael al different level. oxidizins lipids. pro
teins and DNA. Differenr pamway. ""' involv!'d in cancer progre .. ion associat!'d lo RONS 

produetion. TILe SOD2 euzyme degrades 0 , ' - ro H,o", in tum H,o, is ronverted 10 H,O 
by ealalase or gluthatione peroxidase enzymes. Howe\'eJ. in oxidarive Stress ronditions, 
0 , - and H, o, incre"", and produce another RONS sucb as ONOO- , OH. or lipid radicals 
(LOO). Th"se highly oxidan! spedes can danlage DNA indudng genomic inslability wilb 
Ihe slIbsequent aclivmion of 1'53 dependent DNA rep:lif palhways; when DNA damage is 
nOI repoired. murations accumulale contribllling lo CallCer. 

5_ Regulation of antioxidant elements by Nrt"2 transcriptional 
factor 

The nuclear factor erythroid 2 (NFE2)-related factor 2 (Nrf2) is a 
m<lSler lnmscriplional faclor thal is quickly aclivaled afler <In elev<llion 
of RON5 or electrophiles, such as benzo-[a]pyrene dial epoxide deriv
atives (Ma and He, 2012). Nrf2 belongs to a group of the cap -n' col

lar (CNC) subfrunily of the basic region letlcine zipper (bZip) transcrip
tion factors. This basic region is responsible fOT DNA binding, while lhe 

acidic region is nceded for rranscriplional activity. Nrf2 binds lo and 
regulates DNA sequences called antioxid<lnl response elements (ARE), 
which are cis enhancers with a consensus sequence (5'-GTGAC
NNNGC-3'), inducing the expression of antioxidant-related genes. Addi

tionally, Nrf2 associates with Maf proteins (MafG, MafK, MafF), stabi
lizing the Nrf2 complex in ARE-specific siles to cause the antioxidant 
response (5uzuki and YamamolO. 2015). 

5.1. Nrf2 aelivarion 

During redox homeostasis, Nrf2 is degraded via the prOleasome due 
lo binding with its negative regulator, Keapl, which induces Nrf2 ubiq
tlítínatíon and subsequenl degradatíon. Keap1 acts as a brídge belween 
Nrf2 and Cullin3-Rbxl (CuI3), an E3 ubiquitin ligase, which in tum con
jl1gates l1biquitin proteins lo Nrl2 (CullinM et al., 2004). Ubiquitinated 
Nrf2 is recognized by Ihe 265 proteasome sublmil, starting the unfold
ing and subseql1enl degradarion of Nrf2 ($uzuki and Yamamoto, 2015). 
Hence, Nrf2 needs 10 be re leased from Keapl to translocate to the nu
cleus and activale ils largel genes (Nguyen et al., 2009). This díssocia
tion is induced by oxidative agents or electrophiles, which promole con
formational changes in Keapl by oxidizing thiol grmlps in Keapl . 

Keapl has 27 cysleines residues Ihal can be modified by oxidation; 
howevcr, (hree of rhem, namely Cys226, Cys613 and Cys151, are re
ported to be necessary for its association with Cu13. When these cys
leines are modified in oxidative stress condilions, lhe lhiol group is dis
m pled, inducing a conforma ti anal change, which allows Nrf2 to be re
leased and avoíds its degradation (Fourquel el al. , 201 0). Afterwards, 
Nrf2 translocales lo the nucleus, where it associates with Maf proteins 
lO bind 10 ARE sites. These ARE sites regulale genes such as haemoxi
genase (HO), CAT, 50D2 or NADPH quinone oxidoreductase 1 (NQO I), 
which acl as part of the anlioxidant physiological barrier. The expres
sion of these genes efficiently decreases Ihe levels of oxidant or elec
trophilic molecl.lles (Nguyen et al. , 2009). Hundreds of genes related 
to oxidative stress, as well as genes responsive to electrophilic and in
flammatory stress, are índuced by the activatíon of Nrf2 (Taguchi el al., 
2011); in this way, Nrf2 excrts anrioxidant and cytoprotcctive functions. 
Once lhe redox homeostasis is reached due 10 lhe decrease in oxid<lnl 
elements, Keap l translocates to the nucleus, sequestering and exporting 
Nrf2 to the cytosol, where il is degrnded vía the proleasome (Fig. 3). 
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Fig. 3. Nrf2 activatios pathways. Keapl is Ihe negative regulator or Nrf2, which respooo lo os. In OS cOlldilÍOIIS Nrf2 rdeases from Keapl due lo ronfornmtíonal changes in Keapl. Nrf2 
is degrade<! via proteasome in oosal conditiOlls: however. wheu oxi<btive stress seules. Nrf2 translocates lO the nucleus 10 activate ARE respon¡¡ive gelles, involved ¡olhe respon.se lO 
oxidative stress or detoxifying activity_ 'MIel! cells reach ¡he homeostasis during redox imlmlance, Keapl trnllslocates 10 Ihe Ilucleus a lld binds 10 Nrf2, exponing i1lo Ihe c)IIosol where 
lhe degradatioll vía proteasome is carried out. Nrf2 can b.. actívate<! by phosphorylation illduct'd by cellular kill~ allowing ils reJease and nuclear translocation or by p21, p62 proteins. 

5.2 . Allem arive Nrf2 accivurion 

As <'In altem<'llive antio:ddant response, Nrf2 can be actívaled by 
other processes, which inelude ínaetívatíon of the Keapl gene via epí. 
genelic repression, thereby diminishing Keap1 levels and maínl'aining 
Nrf2 activity (Guo et aL, 2015); for instanee, Keapl expression is si
lenced throllgh promoler hypermelhylation (Wang el aL, 2008). Addi
tionally, Keapl could be displaced from the Nrf2 complex by different 
proteins, such as p62 or p21, that directly bind lO Keapl (Chen et aL, 
2009a, 2009b; Komatsll el aL, 2010)_ Nrf2 can also be regulated through 
post-rranscriprional modifieations sueh as the phosphorylation of ser
ines or threonines by differenl celllllar kinases, including phosphatidyli
nositol 3-kinase (PI3K), protein kinase C (PKC), c-Jun N-Ienninal kinase 
(JNK) and exrracellular signal-regulared kinases (ERKs). For example, 
phosphorylation of Nrf2 al serine 40 allows its dissociation from Kcapl 
and its tnmslocalion 10 the nuclells (Huang el al., 2002). 

Normally, Keapl is associated with aetin filaments through the dou
ble glycine repeat (DGR) domain that plays a key role in Ihe stabiliza
tion of the Nrf2-Keapl complex (Kang et al., 2004). Oxidative stress is 
an inductor of aetin filrunent depolymerization. Thus, once the level of 
ROS is increased, the Keap1 DGR domain detaches from aClin filamenls 
due to actin depolymerisation, which allows Nrf2 10 be released, en
abling its transloca!ion 10 the nllc\eus. Bolh Nrf2 release from Keap1 
and actin depolymerization are key events leading to the aetivation of 
antioxidant genes (Fig_ 3). 

Imporlantly, Nrf2 has been shown lo have opposing nmctions in can
cer, with one role as a protcctive transcriptional factor and the other 
role as an oncogene. In Ihe firsl case, Nrf2 dccreases RONS levels, 
avoiding OS and DNA damage and acring as a S\lppressor of cancer de
velopment; in the second case, il confers prolcction againsl neoplastic 

dOlgS, avoiding apoplosis and senescence and suppressing Ihe eradica
tion of malignancy (Menegon el aL, 2016). 

5.3. Nrf2 in cervical cancer 

Nrf2 has been associated wilh cancer developmenl and chemoresis
tance in several neoplasms (No et aL, 2014)_ In colon and lung caneer, 
Nrf2 is active and confer.; resislance lo anticancer dOlgS (Kansanen et 
al., 2013). [n cervical cancer, higher amollnts of activated Nrf2 have 
been fOl1nd in cancer samples in compar1son with non-caneer tissues 
(Ma et aL , 2012)_ Moreover, the inhibition of Nrf2 expression by a spe
cifie shRNA indl1ccd an augmenlation of the effccIs of rhe anticancer 
drugs tested in cervical cancer-derived celllines. 

Regarding Nrf2 activation in cervical cancer, it has been reported 
(ha! in ccrvical cancer rissues, Ihe Keap l promotor is hypermelhy
latOO compared lo non-transfonned tisslles_ ThllS, Keapl is nol ex
pressed in late slages of cervical cancer, and consequently, Nrf2 remains 
active (Ma el aL, 2015). Additionally, Ihe author.; demonstrated in
creased proliferative and invasive capabililies in Si Ha cells overexpress
íng Nrf2. In agreement wilh Nrf2 activation in SiHa cells, Kontostalhi 
et aL (2017) found that thís transcriptional factor is up"regulated in 
cancer samples in comparison with immorlalized human cervical ker
atinocyles (HCKIr) (Kontostathi et aL, 2017). Moreover, Nr12 activa
tion has becn associated with an overexpression of anlioxidan! and 
detoxifying proteins, stlch as peroxiredoxin-2 (PRDX2), transitional en
doplasmic reticlllllm ATPase (VCP), and stress induced-phosphoprolein 
1 (STIP1) (Konlostathi el aL, 2017)_ The dereglllation of the antioxi
danr system at different stages in cervical cancer seems to be associ
aled with chemoresislance dlle lo the ability of Nrf2 lo reglllale the re
dox and detoxifying system in Ihe lale clinical stages of cervical can
cer (Kontostathi el aL, 2017; Ma el al_, 2015, 2012). Additionally, in
creased antioxidanl activiry has been fOllnd in patienls with cervical 
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squamous eeJl carcinoma (Beevi et iI\., 2007; Demirci et al., 2011; Looi 
et m., 2008), indicilting that Ihe OS might be iI common feature in Ihis 
ncoplasm. Since EG Md E7 ilre expressed in HPV-relaled Cilncers, it is 
possible Ihal Nrf2 aclions are affecled by the presence of these onco
proteins. SIm, it is neceSS<lry lO invesligale the role of Ihe HPV proteins 
with regard to Nrf2 and how Iheir effects could be associated wilh c\in
icm outcomes. 

6. HPV proteins in the modulation of the redox state 

Different cellular mechanisms are activated afler a virus infects 
a cell, including humoral and adHptive immune responses. These 
processes, in turn, induce inflammation and OS (Stanley, 2010). Fur
Ihermore, OS is not only associaled with the e1imination of a virm in
fection but is also re<)\lired for Ihe efficienl encapsidalion of the virHI 
genome; severa] studies have demonstrated Ihe ability of viral proteins 
10 promote OS. Tilble 1 describes Ihe ilc tion of virill prOleins in the onset 
of OS. 

6.1. HPV E2 protein 

E2 is a 52-KDa prolein, whose major funClions ilre ilssocialed with 
genome replication and transcript ional reglllation of the virm oncogenes 
E6 and E7 (McBride, 2013). E2 binds lO the virill DNA, favouring virill 
replication. It has bren shown Ihat E2 interacts wilh El providing speci
ficity to Ihe DNA origin of repliciltion site (Mohr el al., 1990). E2 pro
leins ilre localized predominantly in Ihe nuclei of infected cells. How
ever, E2 from HPV18 and 16 can translocate from the nucleus lo the 
cyloplasm, thus HR-HPV E2 may have nuclear and cytosolic funclio ns 
(Blachon et al., 2005) including rhe induction of apoplosis. 

HR-HPV E2 hils becn associaled wilh Ihe promotion of OS, ilS shown 
by Lai et m. (Lai el al. , 2013), wilh HPV18 E2 associaling wilh Ihe 
inner mitochondrial membrane proteins including complex 111, IV and 
V ilnd inducing OS. Moreover, HPV18 E2 modifies the mitochondrial 
cristae morphology, incrcasing [he release of mitochondrial ROS. These 
funclions have nOl becn observed for the non-oncogenic HPV8 E2 pro
lein (Lai el al., 2013). Recently, our group showed thar the HPV18 E2 
increases ROS, wilh a consequent decrease in GSH levels and in the 
amollnl and activily ofSOO 1/2. Moreover, Ihe co-expression of E2 plus 
El from HPVl8 also induces OS and ONA damage at higher levels than 
Ihose observed for E2 alone (Cmz-Gregorio el al., 2018), sllggesting that 
during rhe replicarive cycle of HR-HPV, El Hnd E2 promote OS. 

The apoptosis process can be triggered by Ihe inerease in ROS 
Ihrollgh the redox sensor Ask1, ultimalely activating rhe JNK pathway 
(Circu and Aw, 2010). ROS-mediared apoPlolic signalling is also associ
ated with a reduclion in GSH levels. HPV El and E2 as well as the co-ex
pression of bolh viral proteins hilve been demonSlrilled to reduce GSH 
leveIs and lo promote mitochondrim dismption with the loss of cellular 
redox balance; thercforc, this could be a mechanism by which HR-HPV 
E2 proteins promole apoptosis. 

It has been demonstrated that the E2 ONA binding domain has a cys
leine residue in position 340, which, if oxidized by RONS, could regu
late E2 functions in viral transcription processes (Grossel et al., 1996; 
McBride el ill., 1992). Hence, Ihe redox stilte could affecI HR-HPV pro
lein flmctions, while HR-HPV proteins may modulate the redox stale 
during infection. 

6.2. HPV ES protein 

ES is the smilllest of the HPV oncoproteins, with only 83 amino acids 
and iI moleculilf weighl of 14 KOa. II is locil!ized mHinly in Ihe en
doplasmic reticulum and Golgi apparatus (GA) (Conrad el al., 1993). 
By itself, HPVl6 ES induces chromosome ilbnormil!ities, and together 
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with E6, it induces koilocYlosis in epilheliHI cells (J·hl el ilL, 2010; 
Krilwczyk el al., 2(08). This oncoprolein also binds to Ihe 16K subunil 
of the V-ATPase, decreilsing its ilClivity, which, in tum, inhibits the acid
ificiltion of endosomes (ConrHd et aL, 1993; Srraight el ill., 1995). En
dosome ilcidification is necesSilry ro induce the loading of the correcr 
antigenic peptides on MHC clilSS 11 (MHC 11) molecules ilnd their matu
ralion. In this manner, ES avoids endosome acidificalion and decreases 
immunc recognition (Zhang et ill., 2003). It has illso becn shown tbar 
in primHry kerHlinocytes harbouring HPV16 ES, the levels of eyclooxi
genase 2 (COX2) are decreased, impacting the reduclion of ER stress re
sponses (Sudarshan et al., 2010). Addi tionally, Ihe presence of ES stim
ulales prolellsome-mediilted degTildillion of Bax, iI pro-apoptotic prolein 
that regulilles ilpoptosis induced by 1 · I ~Oz (Oh el Hl., 2010), probably as 
a survival mechanism during HR-HPV infeclion. 

Although ES has not becn directly llssociilted with the moduliltion 
of Ihe redox state, il is quite probable Ih<ll this oncoprolein could in. 
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duce changes in the levels of oxidants due to its effeet on COX2. In this 
sense, Ramos el al. demonslraled in Ihe skin of mice Ihat when COX2 
levels decrease, antioxidant enzymes such as CAT or son are overex
pressed (Ramos el al., 2009). 

6.3. HPV E6 and E6 * proteins 

The HPV E6 oncoprolein is composed of 150 <lmino adds wilh a mol
ecular weight between 16 and 18 KDa. HR·HPV E6 is <tSsod<lted with 
the immortalization of human keratinocytes (Klingelhutz and Roman, 
2012). E6 proteins from HR-HPVs have the exceptional property to pro· 
duce spliced fonns of E6 called E6· , which are tmncaled forms of E6 
lacking ¡he C-tenninus of the full-Ienglh E6 (Pim et aL, 1997). HR-HPV 
E6 assodates with the E3 l1biquitin ligase E6AP, which, in tum, initi· 
ales p53 degradation, as well as the POZ domain containing proteins 
through the ubiquitin-proteasome system (UPS) (MiUltovani <lnd BiUlks, 
2001; Thomas et al., 1999). The regulation of cellular redox st<ltus by 
E6 is currently under investig<ltion. if has been demonstrated ¡hal Ihe 
E6· isoform from HPV16 decreases th e levels of the SOO 2 and GPx 11 
2 antioxidant proleins, which, in turn, produces an increase in ROS lev
els <lnd ONA damage (WiHiams et aL, 2014). Furthennore, the E6 from 
HPV16 <lnd 18 affeels the expression and activity of calalase and re
duces GSH, indudng OS and ONA damage (Cmz-Gregorio et aL, 2018). 

Oxidarive stress is induced in the presence of E6 and E7 oncopro· 
teins from HPVI8, as demonstrated by Marullo and co-workers, who 
showed Ihat the combined expression of E6/E7 induces the overex
pression and activation of NAOPH oxidase 2 (NOX2) in a hC<l.d and 
neek cancer-derived cell model. This activation increased RONS lev· 
els and induced chromosomal abnormalities (Marullo et al., 2015). El· 
evated levels of ROS are associated with OS-induced apoptosis (Circu 
and Aw, 2010). The role of the HR-HPV E6 oncoproteins in Ihe inhi
bilion of apoptosis has been thoroughly reviewed (Finzer el aL, 2002; 
l.i et al., 2005; Yuan et al., 2012). For instance, the E6 protein in· 
teracIs wilh and downregulates several pro-apoptotic proteins such as 
the FADO receptor (Filippova et aL, 2(04), caspase 8 (Filippova et al., 
2007; M<lnzo-Merino el al., 2014), &lk (Thom<ls and Banks, 1999), Bax 
(Mag<ll et aL, 2005) <lnd p53 (Mantovani and Banks, 2001), ensur
ing cell survival. Although, E6 induces OS in different cellular models 
(Mamllo el al., 2015; Cruz·Gregorio el al., 2018), il has been shown Ihat 
HR-HPV-positive cells exhibit oxidant-induced programmed cell dealh 
resislance due to the transcriptional IIp-reglll<llion of miscellaneous cel
lular factors ineluding NFkB and survivin, which display <lnrioxidant ac
tivities (Baratchi et al., 2011). Additionally, the fact Iha! p53 is down· 
reglllated by HR-HPV E6 proteins allows a substantial failure in Ihe 
<lpoptotic system <lnd plays <In important role in HR-HPV inhibition of 
apoptosis. 

6.4. HPV E7 oncoprocein 

E7 is a 10-KOa oncoprotein with huge transfonnation cap<lbilüy be
cause it induces the degradabon of the tumour suppressor pRb via the 
proteasome (Boyer el aL, 1996). pRb is a key protein in the control 
of cellular proliferation, regulating the entrance into the S·phase duro 
ing the ceH cyele. When pRb is degraded, the E2F replication factor is 
rele<lsed, which induces Ihe expression of cellulM f<lctors such as cy
dins and cyelin dependent kinases (CDKs), promoting rhe entrance of 
the cell inlo the S ph<tSe (Boyer el aL, 1996; Munger et aL, 2(01). 
The role of E7 in OS modulation W<lS initiaUy demonstr<lted in HaC<lT 
cells, where a proteelive effeet of E7 and a resistance 10 OS-induced cell 
death was observed when cells were exposed 10 oxidative conditions 
(Shim er al., 2(08). Additionally, ir has been demonstrated that th is 
protection is due in part lo the overexpression of catalase, an effident 
<lnlioxidant enzyme whose main action is the processing of H20 2 into 

H20 (Shim et al., 2005). Moreover, the GSH levels are increased in the 
presence of E7 from HPV16 and 18, which is assodated with a reduc· 
lion in ROS production (Cmz-Gregorio et al., 2018). Besides, Mileo et <ll. 
fOllnd th<ll HPV16 E7 interacts with and stabilizes glutathione S·trans· 
ferase PI (GSTPI) during W irr<ldiation and HzOz cxposure (Mileo 
et al., 2009). GSTPl neutralizes cell damage induced by eleetrophiles 
through ils enzyrnatic activity, and its main aclion involves conjugating 
xenobiotics with reduced glutMhione (GSH). Th\lS, Ihis enzyme is cnti
cal in cell detoxification (Hayes et al., 2005). The evidence dcmonstrat· 
ing Ihat E7 promotes the expression of catalase, B-celllymphoma-extra 
large protein (Bcl·xL), interlellkine-8, Fas, &Id and cytochrome C has 
been associated wilh OS-induced cel! death resisl<lnce, indicating th<lt 
E7 grants proteetion <lgainst apoPlOsis in cells exposed to H20 2 (Shim 
er al., 2(08). In addition, it has becn demonsrrated rhat in astrocytes, 
HPV16 E7 also proteets against apoptosis induced by H20 2 (Lee et aL, 
2(01). 

The HR-HPV E7 oncoprolein is a cysleine-rich protein; elose 10 7% 
of the amino adds in E7 are cysteines. These cysleines are tMgeled 
and oxidized by RONS. For instance, when cysteine 24, localized in the 
E7 pRb·binding motif LxCxE, is oxidized, E7 loses its capadty to bind 
10 pRb (Chemes el al., 2014). A recent study found thal the cysleine 
residues al positions 59 and 68, loc<llized in the E7 cMboxy rermin<ll 
domain, C<ln be oxidized by ROS, crC<l.ling a disulphide bond between 
those residl1es. This disulphide bond induces a conformational change 
in E7, provoking a globular and tighl conformation of E7, proteeting E7 
ag<linst ROS. Cysteine 68 is also associaled wilh E7 cytopl<lsm-nllclells 
shmtling, since when this cysteine is oxidized, E7 localizes m<linly in the 
cytoplasm and, in contrast, when this residue is reduced, E7 remains in 
the nueleus (Camporeale et al., 2017). 

6.5. Effect o/oxidative stress in the jomtation oj HPV virions 

Although there is strong evidence indicating the ability of the 
HR-HPV proteins lo modulate Ihe redox state, Ihere exists data indicat
ing that OS is required for properly finishing the HR·HPV virallife cy· 
ele. HPV Ll and L2 proteins are expressed in the ¡Me phase of the viral 
cyele. These proteins auto-assemble to build the viral ca.psid (BtlCk er 
al., 2005, 2004). Ll is a 57·KDa protein, which composes 80% of the 
capsid. Meanwhile, L2, a 53-KDa protein, composes the other 20%. Five 
\lnilS of L1 proteins <lSsodate with e<lch olher to fonn an Ll pent<lmer. 
In the hollow of each Ll pent<lmer, an L2 protein is loc<lled, fonning a 
complex which is called capsomere. The HPV cal)Sid h<tS 72 capsomeres 
arranged in an icosahedrallattice structure (Buck et al., 2004). During 
viral production, Ihe capsomeres are assembled at the superficial lay
ers of the epitheli\lm, culminating Ihe viral cyele. This process seems to 
be <lSsociated with cellular OS. Conway and co·workers fotmd a close 
dependence of rhe capsomere assembly on the redox state. An oxida· 
tive environment induces disulphide interactions between the L1 pro
leíns, resulting in the capsomere assembly (Conway et aL, 2009). Fur
Ihennore, oxid<llive stress ind\lCed by glutathione disulphide (GSSG) ac
celerates disulphide bond fonnation between rhe Ll proteins (Buck et 
aL, 2005). Thus, HR·HPV needs an oxidative environment in the upper 
layers to induce HR·HPV virion maturation and release (Fig. 4). 

7 . OS and DNA damage 

ONA is highly susceptible lo RONS damage, since both Ihe ribose 
backbone and the nitrogenous bases are tMgeled by RONS. HO' , O2' 

and H20 2 induce Ihe oxid<ITion <lnd brC<l.k<lge of nueleic acids, as well 
as alteration of the nitrogenous bases and DNA adducrs (Phaniendra 
et aL, 2015). It has becn found Ihat the major moleeules derived from 
DNA dam<lge induced by RONS Me 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxygllano
sine (8-oxodG) <lnd 8-nitrogu<lnine (De Marco, 2013; Valko et al., 2006). 
These alrerarions lead to rhe prodl1ction of mutations by trans-
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version (from G:C to T:A), due to the presence of apurinic sites (Waris 
and Ahsan, 2006). Thus, the cellular oxidative state can result in muta
tions and/or aberrant gene expression that contribut e to c"mcer estab
lishment. 

DNA damage can be auributed to various cell metabolic processes 
associated with an increase in RONS. In addition to ROS generation, 
other agents induce DNA damage; for instance, UV light; X, 'f or cos
mic raysj chemical reagents such tlS tlromtltic amines, tlryl chloride, 
and vinyl chloridej and certain metals such as iron, copper, chromium, 
cobtlll, tlnd vanadium (Burton tlnd Ja\miaux, 2011 ; Holmstrüm and 

Finkel, 2014; Valko el al., 2006). The tlbovementioned retlgents ctln in
duce 2000--10,000 spontaneolls DNA injuries in one day, so cells have 
evolved complex mechtlnisms to monifOr DNA integrily by activaling re
pair pathways (Blanpain et al., 2011; lindahl, 1993). The cellular mech
anism recognizes and responds to DNA damage is generaUy known <lS 
the DNA dtlmtlge response (DDR). DDR requires multiple sensor pro
teins, Inmsducers <lnd effa::tors ¡:¡cting in <1 coordin<lted network of dif
ferent repair ptllhwtlys. Thus, DNA repair processes recognize, remove 
and repair errors, constituting the main ma::htlnÍ$m that guamntees ge
netic. stability <lnd, consequently, ceU surviv¡:¡l (Sancar et ¡:¡l., 2004). 

8. HPV replic¡:¡tion is associated with the DNA damage repair 
(DDR) pathways 

DNA damilge and genome inst<lbility ilre ra::ognized ilS hilllm<lrks 
of HR-HPV infeetion and cervictll ctlncer development. Recent.ly, Cortes 
el ill. found thilt the ilbliltion of E6 oncoprotein expression in HeLa 
cells decretlses DNA dtlmage (Cortes Gutierrez et tll., 2017). Addition
ally, E6/E7 expression has been ilssoeiilted with iln increase in G2-M 
phase proleins, s\lch as Aurortl-l, cdkl, Plkl and Nek2, tlvoiding the 
G2-M checkpoint (ptllel et al., 2004). Moreover, il htls been demon
stmted thal the mitotic checkpoinl is independently regulilted by E6 ilnd 
E7 (Thom<lS and Laimins, 1998). Regarding E7, Park el <11. showed Ihat 

HPV16 E7 also delilYs the activiltion of DNA reptli r, slowing the action 
of 'fH2AX, a milrker oí DNA damilge involved in DNA repair (Park et 
al., 2014). The E6 oncoprotein htls been tlSSOcitlled with the deregultl
tion of CHKl, increi\Sing the cylotoxicity exerted by henzo [a] pyrene 
in human fibroblasts (Chen et al. , 2009a, 2009b). Moreover, E6 from 
HPV types 5 tlnd 8 increases DNA dtlmtlge induced by UV exposure in 
humiln foreskin keratinocyles (HFKs) (wallilce et al., 2012). This stlldy 
also showed Ihtlt E6 promOles p300 inhibition, which reduces ATR lev
els. A reduction in ATR levels delays the reeognition oí DNA damilge, 
tlugmenling thymine dimers, with ti consequenl increase in DNA dou
ble-stmnd breilks. 

Additionally, the expression of E6* or E6/E7 írom HPV16 induces 
OS tlnd DNA dam<lge in human keralinocytes, as well <lS chromosomal 
insttlbility (Mamllo et al., 2015; Williams et al., 2014). Recently, we 
demonstrtlled thtll HR-HPV E6 induces OS and DNA d<lmtlge ¡hat is <lS
soeitlled with a decrei\Se in GSH levels without affecting cell viability 
(Cmz-Gregorio et aL, 2018), which could be involved in cancer initiil
lion due to the <lccum\lltllion and persistence of mutations. 

A chartlcteristic fetltllre of OS-induced damage is the mpture of dou· 
ble-str<lnded DNA. Double-stTand breaks (DSBs) are detected by the 
ATM proteins, which activtlte the DNA repair pathways, so ATM is ti 

cmcial mola::ule for DNA mainten<lnce. Moody <lnd Laimins showed that 
HPV31 induces DNA dtlmtlge tlnd tlctivtlles the ATM l>athwtly, provid
ing an optimal HPV31 replicarion environment (Moody tlnd Laimins, 
2009). The HR-HPV genome replication process needs the <lcllOn of 
the El helicase plus E2 (Bergvall et tll., 2013). Stlktlkibtlrtl el al. found 
Ihilt El increilses the levels of proteins ilssociilted with DNA dilmilge 
response, such i\S ATM, Chk2 tlnd H2AX (Stlktlkibtlrtl et tll., 2011). In 
the same study, they found thilt E2 localizes with DNA damilge re
sponse elemenls in the nuc1eilr foei of human foreskin ker<ltinoeytes 
(HFK). These foci cmlld be related 10 centres of virtll replication, where 
proteins asSOCiilted wilh the DNA damilge response are illso recruiled, 
such i\S the MRE complex, Ku70/80, ATRIP ;md Chkl (Ktld<ljtl el tlL, 
2007), suggesting thilt the DDR is necessary lo achieve 
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oprimal HR-HPV DNA replication. When OS surpasses the anrioxidant 
barrier in HR-HPV-infected ceHs, ceHular DNA becomes susceptible to 
mpture, probably contributing lO Ihe viral integration process. 

9. OS and HPV DNA integration 

The inlegralion of the HR-HPV genome inlo the cellular genome is 
a necessary slep in HH-HPV-induced carcinogenesis (Cullen el al., 1991; 
Wentzensen el al., 2(04). Once this occurs, E2 and El expression de
crease, since the E2 open reading frame (ORF) is generally dismpted 
(Badaracco et al., 2002). In consequence, E6 and E7 viral oncogenes are 
over-expressed, promoting ceHular t.ransformarion (Moody and Laimins, 
2010). 

The mprure of double-stranded DNA is neccssary for HR-HPV in
regralion, and one of lhe promoring f¡¡ctors of rhal mplure is Ihe ex
posure tO OS (Chen Wongworawat el aL, 2016). Accordingly, Visalli 
et al. fOllnd tha! DNA damage markers are increase<! in HR-HPV-pos
itive dysplastic cervical lesions compared to normal cytology samples 
rhat are negative for HR-HPV (VisaHi et al., 2016). De Marco et al. also 
fOllnd an increase in DNA and prolein damage induced by ROS in dys
plastic HPV16-posirive tissues when measuring OS biomarkers 8-oxo-dG 
and prorein carbonyEs, in comparison with HPV16-positive cancer or 
non-dysplaslic HR-HPV-negative r.Íssues (De Marco el aL, 2012). Thus, 
il has been proposed lh¡¡! HR-HPV proteins could modulate the redox 
Slale and DNA d¡¡mage, since in dysplastic stages where OS is increased, 
concomitant with the expression of HR-HPV El and E2, DNA damage is 
augmented in comJXlrison with neoplastic slages where E6 and E7 are 
overexpressed (De Marco, 2013). Moreover, these reslllts suggest that 
RONS levels are somehow differentially regulated throughout rhe differ
ent srages of HR-HPV-positive ncoplasms, resulting in different grades 
oC DNA damage related with cancer devc1opment. Recently, we demon
straled Ihat HR-HPV early-expressed protcins reglllate the redox state in 
a differential manner (Cntz-Gregorio el aL, 2018). 

The conlinued expression of E6 and E7 oncoprOleins is required for 
Ihe formation and maintenance of tumour cells. These oncoproteins dif
ferentially affect DNA integrity and cooperate to induce chromosome 
insrability (Duensing et al., 2000; Duensing and Munger, 2002). In ad
dition, HPV16 E7 induces abnonnal centrosome munber and multipo
lar mitotic spindles, which promotes neoplasric progression in ncona
tal foreskin keratinocytes (NHK) (Duensing el al., 2001), proiffibly con
lTibuting 10 chromosome insrability. 

Thus, OS is a condilion Ihal can promole DNA damage and DNA 
DSBs, nOl only of the hast genome bul also ofthe viral DNA, facilitating 
¡he process of vi r¡¡l DNA integratlon inlo the host genome. In this re
gard, it has been demonstraled lhal the E6* isoform induces OS, permit
ting Ihe integration of foreign DNA inlo lhe ceUnlar genome, possibly 
indicating that rhis process occurs during the narural history of HR-HPV 
infection (Chen Wongworawat et al., 2016). 

10. Conc1uding remarks 

Oxidarive stress has been widcly associaled with the development 
of differenl types of cancer; therefore, the use of ¡¡ntioxidant agents has 
evolved as a novel therapelltic proposal in oncology (Lill and Wang, 
2015). In HR-HPV-induced cancer, the viral proteins seem to have a 
regulatory effect on the OS establishmenl, having distinct roles regard
ing their level of expression throughout the different stages of can
cero For instance, the early-expressed HR-HPV viral proteins, E6, E6*, 
E1 and E2 decrease lhe activilY and expression of antioxidanlS, such 
<lS SOD 1/2 or catal<lse, and even GSH scavengers, inducing oxiJ<llÍve 
stress <lnd DNA damage. Ahhollgh Ihe E7 oncoprolein confers oxid<l
live resiSI<lnCe, <lvokling DNA d<lm<lge, the final effect of the early-ex
pressed HR-HPV proteins is lhe indllction of OS, promoting virion <IS-

Vin.s R~KOrch;r;;o; (2018) ;>:;0;-;0;;>: 

semblyand the completion of the virallife cycle. However, OS induces 
DNA damage, which in ntm could induce HR-HPV genome integration 
into the cellular genome, triggering the carcinogenic process. 

The study of rhe mechanism by which HR-HPV proreins regulare 
lhe redox st¡l\e and viral DNA inlegralion will suggest new possibililies 
for C<lncer tre¡¡tments involving the oxidant/antioxid<lnl iffil<lnce, which 
could be ofbenefit in HR-HPV-related cancers. 
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Resumen El cáncer cervicouterino es un serio problema de salud pública. Numerosos estudios 
epidemiológicos y moleculares establecen que la infección persistente con el virus del papiloma 
humano es la principal causa para su desarrollo. Se han identificado más de 100 tipos del virus 
del papiloma humano, de los cuales 16 y 18 son causantes de más de 75% de todos los cán 
ceres de cérvix. La mayoría de los casos de cáncer cervical se desarrolla en la zona de 
transformación, donde el epitelio columnar del endocervix se une al epitelio estratificado del 
exocervix. Entre los determinantes de progresión del cáncer cervicouterino está la ausencia de 
programas de screening y la poca accesibilidad a los recursos diagnósticos; además de otros 
factores , como el genotipo viral , la persistencia de la infección, probablemente la carga viral , 
la integración del DNA viral en el genoma celular y periodos de inmunosupresión en el organismo. 
Aparte del mecanismo oncogénico inducido por el virus del papiloma humano (expresión 
conjunta de E6 y E7), existen otros factores que contribuyen al desarrollo carcinogénico ent re 
los que destacan la sobreexpresión, amplificación o pérdida de función de genes. 

Molecular biology of cervical cancer 

Abstract Cervical cancer is a critical public health issue. Several epidemiological and molecu
lar studies have established that persistent infection by human papiltomavirus is the main cause 
for developing cervical cancer. More than 100 types of human papiltomavirus have been identi
fied, 18 out of them have been classified as "high-risk" because of its association with cancer. 
Human papillomavirus types 16 and 18 cause more than 75% of cervical cancer. Most of the 
cervical cancer cases develop in the transformation zone , where the columnar epithelium of 
the endocervix joins to the strati fied epithelium of the exocervix. Among the various cervical 
cancer determinants are the lack of screening programs, the restricted accessibility to diagnos
t ic resources , viral genotype, infection persistence, viral burden, viral DNA integration to the 
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genome sequencing, and immunosuppression periods in the body. Besides the oncogenic mecha
nism, induced by human papillomavirus (expression of E6 and E7), there are other factors which 
contribute to the carcinogenic development, that is to say overexpression, amplificat ion or 
gene function loss. 

1665·9201 lO 2014 Gaceta Mexicana de OncoLogía. PubLicado por Masson Doyma México S.A. Todos Los dere· 
chos reservados. 

Introducción 

El cáncer cervicouterino (CaCu) representa un serio proble
ma de salud pública, principalmente en países en vías de 
desarrollo como México. Numerosos estudios epidemioló
gicos y moleculares establecen la infección persistente con 
el Virus del Papiloma Humano (HPV, Human Papillomavirus) 
como causa necesaria para el desarrollo del CaCu1.l . El HPV 
es un virus pequeño de aproximadamente 55 nm, no envuel
to que pertenece a la familia Papillomaviridae4

• Estos virus 
están ampliamente distribuidos en la naturaleza e infec
tan específicamente el epitelio escamoso de más de 20 es· 
pecies diferentes de mamíferos, así como aves y reptiles5• 

La cápside del HPV está constituida por 72 capsómeros (60 
hexámeros y 12 pentámeros), conformada por las proteínas 
estructurales II y L2 que albergan el genoma viral6 • El geno
ma vira l consiste en DNA circular de doble cadena de 
7200-8000 pares de bases (pb), con más de 10 marcos 
de lectura abiertos (ORFs) y genera lmente una hebra es 
t ranscripcionalmente activa? El genoma del virus (fig. 1) ha 
sido dividido en tres regiones: región temprana (E: Early) 
que codifica para los genes implicados en replicación y man
tenimiento del genoma viral (El-E8); región tardía (l: Late), 
la cual codifica a las proteínas estructurales de la cápside L 1 
Y l2, Y por último, la región larga de control (l CR: Long 
Control Region), la cual contiene los sitios de regulación de 
la transcripción y replicación viral8 • 

Se han identificado más de 100 tipos de HPV, de los cuales 
cerca de 18 se clasifican en "alto riesgo" dada su asociación 
con cáncer, y de "bajo riesgo" por su asociación con displa
sias de alto y bajo grado. Los tipos de HPV 16 y 18 son cau
santes de más de 75% de todos los cánceres de cérvix l . 

El HPV infecta las célu las basales del epitelio porque in
gresa en micro-lesiones que exponen dichas células. Ahí se 
activa un mecanismo de endocitosis que requiere de clatri
nas y heparán sulfato, mediado por la proteína l2. El geno
ma vírico permanece como un elemento extracromosomal 
en forma de episoma. El virus replica su DNA para mantener 
un número de 50-100 copias de su genoma dentro de las 
células basales y parabasales. El patrón de expresión en es· 
tas células no está bien definido, pero generalmente las 
proteínas E1 y E2 son expresadas para mantener el ONA viral 
como episoma y facilitar la correcta segregación de los ge
nomas durante la división celular. Al dividirse la célula in
fectada, una de las célu las hijas permanece en la parte 
basal del epitelio mientras que la otra célula inicia el proce
so de diferenciación en la parte superior del epiteli09• 

La amplificación del genoma viral inicia en un subgrupo de 
células de las capas superiores del epitelio. En esta fase, la 
activación del promotor dependiente de la diferenciación 

VPH 16 
7905 pb 

El genoma viral está constituido por DNA circular de doble he
bra de aproximadamente 9Kb (dependiendo del tipo viral). Está 
dividido en tres regiones: LCR (región larga de control); región 
temprana (E) que codifica l as oncoproteínas y proteínas que 
regulan la transcripción y la región tardía (L) que codifica para 
las proteínas de la cápside. 

Figura 1 Organización del genoma del virus del papiloma hu
mano 

(contenido en el ORF de E7) es un evento critico porque es 
necesario para incrementar el nivel de proteínas virales re
queridas para la replicación (El , E2 , E4 Y E5)9. 

Las proteínas de la cápside (L1 y L2) se acumulan una vez 
que se ha amplificado el genoma viral para así encapsular
los. Los papilomavi rus son no líticos y se liberan hasta que 
las células infectadas llegan a la superficie epitelia l. El 
egreso de las partículas virales se lleva a cabo gracias a la 
actividad residente en E4, la cual contribuye a la desestabi
lización de las redes de citoqueratina (fig. 2) 10. 

En la ausencia de regresión, las lesiones pueden persistir 
y, en algunos casos, progresar a cáncer. Una característica 
común de los virus tumorales es su capacidad para originar 
tumores en sitios donde su ciclo viral productivo no puede 
ser completado. Las lesiones intraepiteliales de bajo grado 
pueden soportar esta infección productiva; sin embargo, las 
neoplasias cervicales intraepiteliales 2 y 3 (NI( 2 Y NIC 3) 
tienen una fase proliferativa más extensa, donde el soporte 
del ciclo viral puede ser adecuado o mínimo. 

Se sabe que la zona de transformación es un sitio particu
larmente susceptible al desarrollo de cáncer. Parece que los 
tipos de al to riesgo no pueden completar su ciclo en esta 
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los papilomavirus humanos ingresan a las células basales a través de microabrasiones en el epitelio cervical. Posterior a la infec
ción, los genes tempranos E1-E7 son expresados y ocurre la replicación del genoma viral. En las capas superiores del epitelio, el 
genoma viral eleva su tasa de repl icación, y los genes tardíos l 1, L2 así como E4 y E5, son expresados. L1 y l2 encapsulan el DNA 
viral, con lo cual , los viriones pueden iniciar una nueva infección. 

Figura 2 El ciclo viral en el epitelio estratificado. 

área, lo que ocasionalmente conduce a una infección abor
tiva. La progresión de lesiones hacia cáncer microinvasor o 
invasor se asocia con la integración del genoma del HPV en 
los cromosomas del hospedero. En dicho proceso suele per
derse la integridad de E2, con la subsecuente expresión de 
los oncogenes E6 y E711 • 

Patogénesis cervical 

l a mayoría de los casos de cáncer cervica l se desarrolla 
en la zona de transformación, donde el epitelio columnar 
del endocervix se une al epitelio estratificado del exocervix. 
l a infección de este tejido con HPV de alto riesgo induce 
verrugas planas cervicales, que normalmente son asintomá
ticas y regresan espontáneamente de manera frecuente12 • 

No obstante, una fracción de estas infecciones genera incre
mento en la población de células displásicas (conocidas 
como N1C), que pueden culminar en carcinoma in situ \l . El 
carcinoma cervical in situ puede ser fácilmente tratado de 
manera local, pero las lesiones que no son tratadas pueden 
progresar a cáncer invasor para el cual el tratamiento es li 
mitado. La enfermedad invasora ocurre en una minoría de 
las mujeres infectadas por HPV-AR; el tiempo entre la infec
ción inicia l y la aparición del cáncer es típicamente 10 
años14. 

La integración de genoma viral al gen ama celular es un 
evento que interrumpe la expresión de los genes El y 
E2, previene la replicación de DNA viral y estimula el cre
cimiento celular l ~ , \ 6 . Aunque la proteína E2 es un factor de 

transcripción esencia l , también puede funcionar como re
presor del principal promotor vira[!7,18. En consecuencia, la 
pérdida de la función de E2 - debido a la integración del 
DNA viral - induce una liberación del promotor a partir 
del cual se expresan las proteínas E6 y El, principales es
tímulos oncogénicos codificados por HPV19,20 . En ausencia de 
la integración del genoma viral , la expresión de E6 y E7 pue
de incrementarse por otros mecanismos como por ejemplo, 
mutaciones en los sitios de unión a E221 . 

La proteína ES es considerada otro oncogén codificado por 
los HPV-AR, que se expresa en algunos de los casos de 
CaCu 22.21 . l a comparación filo genética de los genes ES 
de varios HPV genitales reveló una correlación entre la se
cuencia de ES y el potencial carcinogénico de éste, lo cual 
sugiere que la proteína ES pudiera jugar un papel en la car
cinogénesisH ,25. La progresión ordenada de la historia natu
ral de las lesiones de cérvix puede ser mimetizada en células 
transfectadas con el DNA de los HPV-AR. l os keratinocitos 
primarios provenientes de cérvix poseen un número limita
do de divisiones en cultivo y pueden ser inmortalizados 
eficientemente por la co-expresión de E6 y El de los HPV
AR26,27. Adicionalmente, las proteínas E6 estimulan la expre
sión de la subunidad catalítica de la telomerasa, una ONA 
polimerasa dependiente de RNA que mantiene los extremos 
cromosomales en las células somáticas proliferantes28 • 

La capacidad de las proteínas E6 y E7 de interferir con las 
funciones de pS3 y pRb respectivamente, y de influir con la 
actividad de la telomerasa representan las bases de la inmor
talización celular29 ,lO , pues estas mismas vías se encuentran 
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alteradas en los procesos de inmortalización celular inde
pendiente a HPVJ1 _ Las proteínas E6 y E7 también son capa
ces de interactuar y modular las acti vidades de otras 
proteínas celulares, con lo cual contribuyen al efecto carci 
nogénico32 • Notablemente, las proteínas E6 de los HPV-AR se 
unen a ciertas proteínas Que poseen dominios POI, incluidas 
las Que supuestamente poseen actividad de supresión tumo
ralll.J6 . Los genes E6 y E7 de los HPV-BR no poseen actividad 
inmortalizante y muestran una capacidad débil de interac
ción con los blancos celulares, lo cual demuestra Que los 
efectos in vitro reflejan el potencial oncogénico observado 
en los pacientes. A pesar de Que las células pueden ser in
mort alizadas por secuencias del HPV, estas células no son 
t umorigénicas en principio. Sin embargo, el pasaje continuo 
de dichas cé lulas resulta en la adquisición de capacidad 
t ransforman te debido a la inestabilidad genética derivada 
de la acción permanente de los oncogenes vi ra les al elimi
nar varios puntos de control celular en la célula. Ello per 
mite su replicación continua a pesar del daño al material 
genético, lo Que resul ta en la acumulación de mutaciones 
por la interferencia de las proteínas virales con la maquina
ria de reparación del ONA y, como consecuencia de estos 
efectos, la inestabil idad genómica y anormalidades cromo
sómicas son un "hallmark" en los cánceres inducidos por 
HPV17·l9. Por lo tanto, algunas de las alteraciones genéticas 
pueden llevar a la act ivación de oncogenes celulares, inac
t ivar genes supresores e interrumpir otros mecanismos de 
control con la fina l consecuencia de la adquisición del feno
tipo tumorigénico en célu las infectadas con HPV40. Eventos 
similares parecen tener lugar en células de lesiones Que es
t án en proceso de progresión en mujeres infectadas per 
sistentemente con HPV-AR. 

La infección persistente por el HPV-AR es un factor fun
damental en el establec imiento del CaCu; sin embargo, 
exist en otros fact ores de r iesgo Que elevan la posib il i 
dad de desarrollarlo (fig. 3). Entre los determinantes de 

21 

progresión están la ausencia de programas de screening y la 
poca accesibilidad a los recursos diagnósticos; aunque otros 
factores, como el genotipo viral, la persistencia de la infec
ción, probablement e la carga vi ral , la integración del ONA 
viral en el genoma celular y periodos de inmunosupresión en 
el organismo cont ribuyen a la aparición de la enfermedad. 
La predisposición genética representa 27% del efecto de los 
factores subyacentes para el desarrollo del tumor. La heren
cia afecta la susceptibilidad a la infección por HPV, la ca
pacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la 
enfermedad19. 

El cáncer cervical evoluc iona a partir de lesiones prema
lignas no invasivas, referidas como NICs o lesiones intraepi 
teliales escamosas (LlEs) (fig. 4). 

Histológicamente, las alteraciones precancerosas se gra-
dúan de la siguiente forma: 

NIC 1: displasia leve 
NIC 11: displasia moderada 
NIC 11 1: displasia grave y carcinoma in situ 

En las extensiones cito lógicas, las lesiones precancerosas 
se separan solo en dos grupos: 

Lesión intraepitelial escamosa de bajo grado (LlE
BG): corresponden a NIC 1 o condilomas planos 
Lesión intraepitelial escamosa de alto grado (LlE
AG): corresponden NIC 11 o 111 

Hast a hoy, es materia de debate si el cáncer cervical ge
neralmente se desarroUa a partir de un epitelio cervica l 
normal infectado - vía una secuencia de lesiones bien re
conocidas (NIC 1-11 1) o directamente a través de una vía rápi
da inducida por lesiones NIC 111. 

En función del sitio de origen o de la esti rpe celular de la 
cual se ori gina, el cáncer de cérvix puede ser de t ipo epi 
dermoide o escamoso, mixto o adenoescamoso, así como de 
otras variedades menos frecuentes, como el de cé lulas 

INTEGRACiÓN 

• Predisposición genética 
• Tipo de VPH 

Normal • Variantes de VPH-AR 

Normalmente, las infecciones por HPV son aclaradas por el organismo y sólo una pequeña fracción evoluciona hacia lesiones de alto 
grado (NIC 21NIC 3) debido a la persistencia de la infección. La acumulación de daños al DNA permite la adquisición del fenotipo 
maligno con la consecuencia final de desarrollo del CaCu, el cual resulta afectado por diversos factores de riesgo. 

Figura 3 Esquema representativo del establecimiento del cáncer cervical. 
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NICl NIC2 NIC3 CaCU 

El proceso carcinogénico inicia con la infección de la célula basal por virus de papiloma humano (HPV). Éste inicia la expresión de 
las oncoproteinas E6 y E7 Y activa una proliferación celular desmedida (NrC 1). Durante la progresión del cáncer, el patrón de expre
sión de genes virales cambia. Una vez establecida la infección por HPV las células inician el proceso carcinogénico, el establecimien
to de NIC 2 y 3 Y la restricción de la producción de viriones infecciosos a áreas cada vez menores del epi telio (representadas en 
naranja). Finalmente la integración del genoma viral al genoma celular conlleva la sobrexpresión de E6 y E7 (y pérdida de las 
proteínas E1 y E2). La adquisición del fenotipo maligno implica la expresión de productos adicionales al tumor, tales como meta
loproteasas que permiten la invasión de tejidos adyacentes. Adicionalmente, la degradación de proteínas con dominios POZ por E6 
contribuye al establecimiento de la enfermedad y los episomas virales usualmente se pierden. 

Figura 4 Evolución de las lesiones intraepiteliales cervicales hacia cáncer y su relación con productos del HPV. 

pequeñas. El comportamiento histológico de estos tipos va
ría. En general, el adenocarcinoma y los carcinomas ade
noescamosos son más agresivos que los epidermoides. Los 
tipos virales más frecuentes en casos de carcinoma invasivo 
son los HPVs 16, 18, 45 Y 31, la prevalencia acumulada de 
estos t ipos virales explican 80% de los casos. 

Si bien el mecanismo oncogénico inducido por HPV se 
debe a la expresión conjunt a de E6 y E7, existen otros fac
tores que contribuyen al desarrollo carcinogénico entre los 
que destacan la sobreexpresión, amplificación o pérdida de 
función de genes. 

El gen c-myc codifica para una proteína que actúa como 
regulador transcripcional y se encuentra amplificado en 32-
34% de los cánceres de cérvix, lo cual se traduciría en un 
aumento en el crec imiento y división celular al inducir el 
paso de GO /G1 a 5. 1,.2 . 

Otra familia de genes que está involuc rada en el desarro
llo del cáncer es la familia RAS (K-ras, H-ras y N-ras). Ras 
codifica para una proteína (p21) que se localiza en la parte 
interna de la membrana y que actúa como un factor inter
cambiador de GTPasa. Las mutaciones en miembros de la 
familia Ras son muy f recuen t es y provocan aumento en 
la capacidad de invasión y metástasis, así como disminución 
de la apoptosis. En cáncer cervical se han encontrado muta
ciones en K-ras y H-ras del10 al 15%·1 . Garzetti , et al. ·" 
encontraron una co-relación de la expresión de ras p21 con 
el riesgo de metástasis a nódulos linfáticos. 

Otro gen supresor de tumores es el inhibidor de la apopto
sis bcl-2 que se encuentra sobre expresado en linfomas y 
tumores epiteliales·s. Debido a la función de inhibir apopto
sis del producto bcl-2, la sobrexpresión de bcl-2 con lleva la 
supervivencia celular y ha sido asociada con un fenotipo me
nos maligno. Dos estudios revelaron sobrexpresión de bcl-2 

en cáncer cervical en 61-63% y, en ambos casos, estuvo rela
cionado a una mayor supervivencia celula¡4·47. 

Además de los factores de crecimiento, la sobreexpresión 
o amplificación de diversos receptores de factores de creci
miento han sido implicados en el desarrollo del cáncer. De 
manera particular, el receptor del factor de crecim iento 
epidermoide (EGFR) y Her2lneu han sido estudiados en cán
cer cervical. El factor de crecimiento epidérmico es un 
miembro de la famili a de receptores ErbB, una subfamilia 
relacionada con los receptores t irosina cinasa: EGFR (ErbB-
1), HERVe·neu (ErbB·2), Her J (ErbB·J) y Her 4 (ErbB·4). El 
EGFR se encuentra en la superficie celular y se activa me
diante la unión de sus ligandos, incluidos el factor de creci
miento epidérmico y el factor de crecimiento transformante 
alfa (TGFa) que inducen una cascada de transducción de 
varias seña les, principalmente la MAPK, AKT Y las ví as 
de JNK, que conducen a la síntesis de DNA y a la prolifera
ción celular. 

Estas proteínas modulan diversos procesos celulares como 
la migración celular, la adhesión y proliferación. La sobreex
presión de EGFR usualmente está relacionada con la ampli
ficación de su gen, y confiere una ventaj a de crecimiento a 
las células. Este receptor se encuentra sobre expresado en 
una gran proporción de carcinomas de cérvix, pero tam
bién en tej ido normal y lesiones precursoras. Aunque la ex
presión del EGFR, en tejido normal, se encuentra confinada 
a los estratos basales y parabasales del epitelio, en lesiones 
pre-malignas e invasoras, la expresión es más difusa·s. La 
sobreexpresión de EGFR correlaciona con un pobre pronósti
co y metástasis49.s2 • 

Mientras que la angiogénesis es un proceso en el desarro
llo de la masa tumoral debido a la expansión del tumor, 
la expresión del EGFR conlleva a la sínt esis del factor de 



82 
 

 

Biología molecular del cáncer cervicouterino 

crecimiento endotelial (VEGF) que inicia con el proceso an
giogénico y promoción tumoral , supervivencia y metástasis. 

Una alta tasa vascular en tumores de pacientes ha sido 
asociada con pobre supervivencia en las cuales la densidad 
microvascular intratumoral actuó como factor pronóstico5l • 

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es un 
fuerte estimulante para la formación de capilares sanguí
neos y también ha sido asociado al desarrollo de CaCu 
debido a que sus ligandos se encuentran frecuentemente 
expresados en lineas celulares derivadas de cáncer cervi
cat54 

• 
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