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Resumen 

En Uruguay el cáncer de cuello uterino es el tercer tipo de cáncer con mayor incidencia en 

mujeres, llegando a una frecuencia de aproximadamente 318 casos y 137 muertes anuales. Este 

tumor está etiológicamente asociado a la infección por algunos tipos de virus del papiloma 

humano (HPV), conocidos como HPV de alto riesgo oncogénico. La infección persistente por 

estos tipos virales, principalmente por los tipos 16 y 18, está asociada al desarrollo de displasias 

cervicales severas y  carcinomas. 

Las células que se encuentran en las lesiones cervicales acumulan daño genético y esto está 

vinculado a su progresión a la malignidad. Las oncoproteínas E6 y E7 codificadas por estos 

virus inducen la degradación de p53 y miembros de la familia de la proteína del retinoblastoma 

(Rb). La inactivación de estos factores celulares provoca supresión de apoptosis, evasión del 

sistema inmune e inmortalización celular. Sin embargo, la sostenida expresión de estas 

oncoproteínas no es suficiente para el desarrollo del cáncer, por lo que se ha propuesto que 

diversos cofactores como, la inflamación crónica por la persistencia de la infección viral, el 

acúmulo de alteraciones genéticas y de alteraciones en los sistemas reguladores del estrés 

oxidativo, estarían involucrados en la progresión de esta patología. 

El objetivo del presente trabajo es estudiar el grado de sensibilización al daño oxidativo 

generado por especies reactivas de oxígeno en queratinocitos humanos transducidos con los 

genes E6 y E7 del HPV 16. Mediante el ensayo de resazurina logramos determinar que las 

células que expresan las oncoproteínas virales E6 y E7 mantienen una mayor resistencia tras el 

tratamiento con diferentes dosis de peróxido de hidrógeno. Además, mediante el ensayo cometa 

determinamos que la expresión de las oncoproteínas establecen una lenta reparación del daño 

primario en el ADN generado por el tratamiento con el agente oxidante y esto promueve una 

mayor acumulación de daño evidenciado por ensayo de micronúcleos. Esto indicaría que el 

estado redox de las células que expresan las oncoproteínas virales contribuiría con el proceso 

de  transformación celular.  

La incorporación de un agente antioxidante como el ácido ascórbico, nos permitió determinar 

que la disminución del daño oxidativo en las células que expresan las oncoproteínas virales 

lleva a una disminución de la acumulación del daño genético, lo que puede sugerir una posible 

terapia paliativa del efecto perjudicial que tendría el desequilibrio redox intracelular durante la 

infección por HPV. 



 
 

Abstract 

In Uruguay cervical cancer is the third type of cancer with the highest incidence in women, 

reaching a frequency of approximately 318 cases and 137 deaths per year. This tumor is 

associated etiologically with infection by some types of human papillomavirus (HPV), known 

as HPV of high oncogenic risk. Persistent infection by these types of viruses, mainly types 16 

and 18, is associated with the development of severe cervical diseases and carcinomas. 

The cells found in cervical lesions accumulate genetic damage and this is linked to their 

progression to malignancy. The E6 and E7 oncoproteins encoded by these viruses induce the 

degradation of p53 and members of the retinoblastoma (Rb) protein family. The inactivation of 

these cellular factors causes suppression of apoptosis, evasion of the immune system and 

cellular immortalization. However the sustained expression of these oncoproteins is not 

sufficient for the development of cancer, so it has been proposed that chronic inflammation due 

to the persistence of viral infection, the accumulation of genetic alterations and alterations in 

the regulatory systems of oxidative stress, would be involved in the progression of this 

pathology. 

The objective of the present work is to study the degree of sensitization to oxidative damage 

generated by reactive oxygen species in human keratinocytes transduced with the E6 and E7 

genes of HPV 16. Viability assays showed that the cells expressing the viral oncoproteins E6 

and E7 maintain a greater survival after the treatment with different doses of hydrogen peroxide. 

In addition, through the comet assay we determined that the expression of the oncoproteins 

establish a slow repair of the primary damage in the DNA generated by the treatment with the 

oxidizing agent and this promotes a greater accumulation of damage evidenced by the 

micronucleus assay. This would indicate that the redox state of the cells expressing the viral 

oncoproteins would contribute to the cell transformation process. 

The incorporation of an antioxidant agent in assays such as the ascorbic acid, allowed us to 

determine that the reduction of oxidative damage in cells expressing the viral oncoproteins leads 

to a decrease in the accumulation of genetic damage, which may suggest a possible palliative 

therapy of the detrimental effect that the intracellular redox imbalance would have during HPV 

infection. 
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Introducción 

Epidemiologia del cáncer de cuello uterino 

A nivel mundial, el cáncer de cuello uterino es el cuarto tipo de cáncer con mayor incidencia 

en mujeres, registrándose un promedio anual de 13,1 casos por 100.000 en el año 2018 y el 

nivel de mortalidad que produce esta enfermedad también la sitúa en la misma posición con 6,9 

casos cada 100.000 (Fig. 1) (WHO, 2018). Es un problema de salud que incide 

fundamentalmente en regiones menos desarrolladas, donde la tasa de incidencia alcanza hasta 

43,1 casos por 100.000 (región sur de África), en comparación a países del primer mundo donde 

la tasa desciende a 6,0 casos cada 100.000 (Australia y Nueva Zelanda)(Globocan, 2018). 

 

Figura 1. Gráfico de incidencia y mortalidad de diferentes tipos de cáncer en mujeres a nivel mundial. 

Fuente: International Agency for Research of Cancer (World Health Organization). 

En Uruguay, el Registro Nacional de Cáncer de la Comisión Honoraria de Lucha Contra el 

Cáncer ha reportado en el periodo de 2011-2015 que el cáncer de cuello de útero se ubica en la 

tercera posición de cáncer de mayor incidencia en mujeres, con una tasa de 14,7 por 100.000, 

mayor que la media mundial, teniendo en este periodo de 5 años un promedio anual de 318 

casos, casi un caso nuevo por día, acompañado de un promedio de 137 casos de muerte anuales  

(CHLCC, 2015).  

De acuerdo a los datos recabados en el periodo 2010-2014 por el Registro Nacional de Cáncer, 

el pico de mayor incidencia de esta enfermedad se da en mujeres de 45-49 años extendiéndose 
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el número de casos elevados hasta los 69 años de edad (Registro Nacional de Cáncer, 2018), 

estos datos condicen con aquellos registrados por la Globocan 2018 que ubica al cáncer de 

cuello uterino en la segunda posición de mayor incidencia de cáncer en mujeres entre 30 y 69 

años (IARC, 2018). 

Si bien no hay registro nacional de incidencia y mortalidad generada por este tipo de cáncer en 

el pasado año, la Globocan reporta que las cifras en Uruguay no son mejores a aquellas 

registradas a nivel mundial, sino que la incidencia en nuestra población aumenta a 14,6 por 

100.000 ubicando al cáncer de cuello uterino en la tercera posición de incidencia de cánceres 

en mujeres y en cuanto a la mortalidad generada en el año 2018 se registraron 7,1 casos por 

100.000 (Globocan, 2018). 

En las últimas décadas, tanto la incidencia como la mortalidad por cáncer de cuello uterino han 

disminuido gracias al desarrollo de varias estrategias que se han puesto en práctica. La que ha 

demostrado mayor efectividad es la prevención secundaria (detección de estadios precoces para 

evitar la progresión de la enfermedad) a través del cribado regular de este cáncer y lesiones 

precursoras, mediante la citología de Papanicolaou, estableciéndose como una estrategia capaz 

de reducir la mortalidad poblacional por cáncer de cuello de útero al aplicarse como programa 

de tamizaje obligatorio en mujeres desde los 21 a los 69 años (Richardson et al., 2003; Arbyn 

et al., 2004).  

Por otro lado, como prevención primaria (evitar la adquisición de la enfermedad), en Uruguay 

se realizan diversas campañas de difusión y concientización, además de la incorporación desde 

el año 2013 de la vacuna Gardasil contra el HPV (tipos 6,11, 16 y 18) para todas aquellas 

adolescentes al cumplir los 12 años en esquema de dos dosis.  Tanto la vacuna Gardasil como 

la Cevarix (tipos 16 y 18), han demostrado la disminución en la prevalencia del virus y lesiones 

(Brotherton et al., 2011; Mesher et al., 2016). 

Si bien estas estrategias planteadas a nivel nacional han sido satisfactorias, las cifras que 

presenta Uruguay en la actualidad no alcanzan para posicionarnos en el grupo de los países 

desarrollados y hacen que el cáncer de cuello uterino, enfermedad de progresión lenta y 

prevenible, continúe siendo un problema sanitario que requiere alta inversión en prevención 

primaria, secundaria y tratamientos. 
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Etiología y curso de la enfermedad 

Las etapas de la carcinogénesis asociada al HPV incluyen fundamentalmente la infección viral, 

su persistencia, generación de lesiones precancerosas y finalmente la adquisición de la 

capacidad de invasión por parte de las células tumorales. 

El 99,7% de los casos de cáncer de cuello uterino son causados por el Virus del Papiloma 

Humano (HPV), virus que se transmite principalmente a través del contacto sexual aunque la 

transmisión madre-hijo también es posible (WHO, 2019). Además, este virus se ha relacionado 

con porcentajes relevantes de otros tipos de cáncer: anal, vaginal, de vulva y pene, así como 

también de cabeza y cuello (Trottier & Burchell, 2009). Otras afecciones también se relacionan 

con ciertos tipos de virus pertenecientes a esta familia como por ejemplo, las verrugas genitales 

y la papilomatosis respiratoria, enfermedad que genera lesiones benignas exofíticas en el tracto 

respiratorio, que, sin tratamiento pueden obstruir completamente las vías aéreas (WHO, 2019). 

La mayoría de las infecciones por HPV son transitorias (80% desaparece) ya que el virus es 

eliminado espontáneamente por el sistema inmune en aproximadamente 12 meses (Rodríguez 

et al., 2008). Para la persistencia de la infección se han establecido factores de riesgo como el 

tipo del virus infeccioso, el estado inmunitario, la co-infección con otros patógenos transmitidos 

sexualmente y ser tabaquista (WHO, 2019). 

Clínicamente los HPV pueden clasificarse como de bajo riesgo (LR-HPV) o de alto riesgo (HR-

HPV) oncogénico de acuerdo a su asociación con el cáncer de cuello uterino. Los LR-HPV son 

capaces de generar principalmente condilomas (verrugas genitales) y displasias moderadas con 

baja tendencia a la transformación maligna. Por otro lado, los HR-HPV pueden causar  

displasias cervicales severas que pueden evolucionar a carcinomas. Dentro de los HPV de alto 

riesgo el más importante es el HPV tipo 16. Este virus es detectado en  el 40% de las displasias 

cervicales y el en más de 50% de los cánceres cervicales. Además,  el HPV 18 es responsable 

por el 12-20% de los cánceres de cuello uterino (Cogliano et al., 2005; Schiffman et al., 2005; 

Turcu & Ventii, 2010; Schiffman & Wentzensen, 2013). 

Es así como se describen diferentes estadios en la historia natural de la neoplasia cervical (Fig. 

2). Las lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado de transformación (LSIL) representan 

infecciones agudas y se han observado tanto para tipos de HPV de alto y bajo riesgo oncológico 

constituyendo lesiones que pueden revertir a la normalidad en el 57% de los casos y que 

histológicamente representan neoplasias intraepiteliales cervicales 1 (CIN 1), displasias leves. 
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Por otro lado, las lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL) incluyen a las CIN 2 (displasias 

moderadas) y CIN 3 (displasias severas y carcinoma in situ), pudiendo revertir en un 30% de 

los casos pero más del 12% progresan a carcinoma invasivo (den Boon et al., 2015; Murtagh et 

al., 2018). 

 

Figura 2. Representación esquemática de la progresión de lesiones epiteliales provocadas por HPV 

hacia la malignidad. El proceso de transformación celular avanza desde el epitelio escamoso normal 

hasta carcinoma invasivo, pasando por diferentes etapas intermedias que citológicamente se clasifican 

como: LSIL (lesión intraepitelial de bajo grado) y HSIL (lesión intraepitelial de alto grado) e 

histológicamente como CIN (neoplasia intraepitelial cervical). Fuente: Murtagh et al., 2018. 

Virus del Papiloma Humano 

En la actualidad son más de 200 tipos de HPV los que se conocen y se clasifican 

filogenéticamente en los géneros Alfa, Beta, Gamma, Mu y Nu. Los miembros del género Alfa 

son capaces de infectar la superficie mucocutánea anogenital y la mucosa del tracto superior 

aero-digestivo; son capaces de producir infecciones asintomáticas, generar verrugas y entre 

ellos se encuentran los de alto riesgo oncogénico previamente descritos (Doorbar et al., 2012; 

Schiffman et al., 2016). 
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Biológicamente, todos los HPV comparten una organización genómica común y requieren de 

diferenciación epitelial para completar su ciclo viral. Son virus de pequeño tamaño, sin 

envoltura, con cápside icosaédrica y genoma de ADN doble cadena circular (Schiffman et al., 

2016). 

El genoma de HPV se divide en tres regiones: una no codificante (NCR) que contiene elementos 

genéticos para la replicación y transcripción del genoma viral y es responsable del rango de 

huésped y tropismo tisular de cada tipo de HPV, una región de transcripción temprana (E de 

early) y otra tardía (L de late). La región de transcripción temprana codifica proteínas altamente 

conservadas entre los diferentes tipos de virus como E1 y E2 (encargadas de la replicación del 

genoma viral) (Modis et al., 2002) y proteínas con alta variabilidad como E4, E5, E6 y E7, que 

en general se encargan de facilitar la replicación viral, son responsables de la patogenicidad del 

virus y regulan las fases vegetativa y productiva del ciclo (Doorbar et al., 2012; Schiffman et 

al., 2016). Por su parte, la región de transcripción tardía codifica proteínas altamente 

conservadas que son L1, L2 (encargadas del ensamblaje) (Modis et al., 2002). 

El proceso infeccioso de este virus inicia con la entrada de la partícula viral mediante la unión 

de la proteína L1 a proteoglicanos de la superficie de queratinocitos estimulando su endocitosis 

(Sapp & Bienkowska-Haba, 2009). Dentro de la célula se desensambla del endosoma y como 

episoma, aun unido a L2, va al aparato de Golgi, retículo endoplasmático y finalmente al núcleo 

donde se producen bajos niveles de las proteínas tempranas. Las proteínas E1 y E2 inician la 

replicación y gracias a la maquinaria celular se generan bajas copias del episoma (de 50 a 100 

por célula). E6 y E7 evitan que el ciclo celular se detenga, así como también que la célula entre  

en apoptosis o inicie el programa de diferenciación. A medida que las células infectadas 

proliferan hacia las capas superiores del epitelio, la expresión de todos los genes virales 

potencia la replicación del episoma aumentando significativamente el número de copias por 

célula. En las capas superficiales se induce la producción de L1 y L2 y el ensamblaje del virión 

para su posterior liberación. En algunas ocasiones y de manera accidental, el genoma de virus 

HR-HPV puede integrarse en el genoma de la célula, conduciendo a la desregulación de la 

expresión de las proteínas E6 y E7 lo que desencadena una serie de consecuencias que se 

discutirán más adelante (Doorbar, 2006). 

Estos virus presentan un tropismo específico por células epiteliales, y su ciclo viral se encuentra 

altamente asociado al programa de diferenciación del epitelio hospedero (Pyeon et al., 2009). 

Como muestra la Figura 3, en una primera instancia, las partículas virales deben acceder a la 
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capa basal del epitelio una vez que la barrera epitelial esté comprometida o a sitios donde los 

queratinocitos basales se encuentren expuestos (ej.: en la unión escamocolumnar del tracto 

genital femenino), al infectar células en división generan un bajo número de episomas 

nucleares. A medida que estas células se dividen y entran a la capa parabasal, van cursando el 

proceso de diferenciación, durante el mismo la expresión viral es baja. Es en las capas medias 

del epitelio donde se da la amplificación del genoma viral, mientras que el ensamblaje de las 

partículas y su consiguiente liberación se da desde células de las capas más superficiales del 

epitelio diferenciado para buscar nuevas células hospederas. 

 

Figura 3. Representación esquemática del ciclo viral. La infección se da en las células epiteliales 

expuestas de la capa basal, luego, a medida que las células avanzan en las diferentes capas del epitelio 

se da la expresión diferencial de las proteínas virales que le permiten avanzar en las diferentes etapas 

del ciclo viral hasta alcanzar su liberación. Fuente: Doorbar et al., 2012. 

Al comparar un epitelio normal, uno infectado con LR-HPV y uno con HR-HPV se establecen 

algunas diferencias. Las células de un epitelio normal entran en su ciclo y proliferan en las 

capas: basal y parabasal, siendo estimuladas por factores de crecimiento. En el caso de una 

infección por LR-HPV, en las capas superiores, las proteínas E6 y E7 estimulan la entrada al 

ciclo de la célula pero no su proliferación (la cual es levemente mantenida por factores de 

crecimiento), permitiendo la amplificación del genoma. Finalmente la infección por HR-HPV, 

provoca que la expresión de E6 y E7 estimulen la entrada al ciclo y proliferación de las células 

en todas las capas del epitelio conduciendo, de manera accidental, a una posible neoplasia 

(Doorbar et al., 2012).  

En el proceso de carcinogénesis participan diferentes factores, por un lado la progresión de 

LSIL a HSIL han sido vinculadas a la integración del genoma viral en el del hospedero, la 
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inactivación de genes supresores de tumores y desregulación del ciclo celular (Jayshree et al., 

2009). La persistencia del virus en las células aumenta la probabilidad de su integración, y esta 

persistencia está dada fundamentalmente porque el ciclo viral es exclusivamente intraepitelial 

por lo que no se genera viremia ni induce la lisis celular una vez liberado, de esta forma, la 

infección por HPV logra la evasión del sistema inmune (Stanley, 2012). A pesar de que los 

queratinocitos son centinelas inmunitarios pudiendo iniciar estados antivirales en respuesta a 

patógenos, el HPV logra interferir con la cascada de producción y liberación de interferones y 

citoquinas. Si bien estas tácticas contribuyen a su persistencia, en la mayoría de los casos el 

sistema inmune logra resolver la infección (Tummers & van der Burg, 2015).   

Mecanismos carcinogénicos de HPV 

En la evolución de las lesiones hacia la carcinogénesis, los genes virales E6 y E7 se sobre-

expresan, conduciendo a la inactivación de puntos de control del ciclo celular, aumentando la 

inestabilidad genómica y siendo capaces de promover la transformación celular (Shukla et al., 

2014).  

La sobre-expresión está dada por la desregulación de los oncogenes virales (E6 y E7) ya sea 

por cambios genéticos y epigenéticos del genoma del virus o por la integración del genoma de 

HPV de alto riesgo en el genoma de la célula huésped. 

En condiciones normales, las células infectadas contienen al virus como episoma y la proteína 

viral E2 regula directamente la transcripción del resto de los genes de expresión temprana, 

provocando una represión de los mismos. En tumores que tienen ADN viral extracromosómico 

exclusivamente, la desregulación puede estar dada por la metilación de los sitios de unión de la 

proteína E2 (Bhattacharjee & Sengupta, 2006). Sin embargo, lo más frecuente es que en los 

tumores el ADN viral se encuentre integrado al genoma del huésped. Si bien la integración 

ocurre aleatoriamente en el genoma de la célula huésped la interrupción del genoma viral ocurre 

principalmente en el gen de E2 lo cual interrumpe la expresión de esta proteína. Cuando alguno 

de estos dos mecanismos suceden se conduce a una desregulación de la expresión de los genes 

tempranos así como también a la adquisición de ventajas de crecimiento celular (Bailly et al., 

1989; Jeon et al., 1995). La integración también provoca que el ciclo viral se detenga ya que 

deja de ser capaz de generar su genoma circular, que sea empaquetado y transmitido a una 

nueva célula (McBride & Warburton, 2017). 
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Aunque las oncoproteínas E6 y E7 de los HPV de alto riesgo son las principales proteínas 

responsables de la transformación, se ha demostrado que la proteína E5 tiene un rol cooperativo 

contribuyendo a la progresión tumoral (Bouvard et al., 1994; DiMaio & Mattoon, 2001). Si 

bien E5 tiene menor actividad transformante per se, es capaz de promover la actividad de E6 y 

E7 actuando principalmente en las etapas tempranas de la infección viral y la transformación 

(Moody & Laimins, 2010). 

La proteína E5 se localiza principalmente en las membranas del retículo endoplasmático y 

aparato de Golgi. Se ha relacionado a esta proteína con los receptores de factores de crecimiento 

epidérmico (EGFR). En células que expresan la proteína E5 se ha determinado una disminución 

en la degradación de EGFR y el mecanismo implicado sería que E5 podría unirse a la subunidad 

proteica de las vacuolas de degradación retrasando la acidificación de las mismas, de esta forma 

el receptor puede continuar hacia la vía de reciclaje y ubicarse nuevamente en la membrana 

celular, promoviendo un estado de proliferación continuo (Pim et al., 1992; Straight et al., 1995; 

Wasson et al., 2017). Otro rol fundamental de E5 es la retención del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase I (MHC I) en el aparato de Golgi, evitando su expresión en la 

membrana celular y la presentación de antígenos virales a las células T, modulando así el 

sistema inmune (Ashrafi et al., 2006). 

El objetivo del virus no es promover la carcinogénesis, sino generar más partículas virales que 

serán liberadas para amplificar la infección. Para esto requiere perpetuar la vida de su célula 

hospedera ya que necesita de su maquinaria de replicación, además de mantenerse 

desapercibido frente al sistema inmune. De este modo, las oncoproteínas E6 y E7 de HPV 

interactúan con diversas moléculas blanco para conseguirlo. La sobre-expresión y la integración 

del genoma promueven que estas interacciones a diferentes niveles contribuyan al proceso de 

carcinogénesis. A continuación se mencionarán los principales mecanismos de acción. 

Oncoproteína E6 

En la célula, la oncoproteína E6 se localiza fundamentalmente en el núcleo celular e interactúa 

con un amplio rango de moléculas involucradas en la modulación del sistema inmune, invasión, 

desregulación del ciclo celular, inestabilidad genómica, inmortalización celular y muerte 

celular (Fig. 4). 

 Evitar la muerte celular. Con el fin de completar el ciclo, E6 impide que la célula hospedera 

muera mediante diferentes mecanismos, permitiendo que células con defectos genómicos 
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sobrevivan y continúen proliferando. El mecanismo más reconocido es el de su interacción 

con la proteína ubiquitin-ligasa E6AP para promover la ubiquitinación de p53 para su 

degradación proteosómica, resultando en la supresión de apoptosis (Martinez-Zapien et al., 

2016). 

Además, E6 es capaz de acelerar la degradación de la proteína pro-apoptótica procaspasa 8 

(Filippova et al., 2007), así como también unirse al receptor del factor de necrosis tumoral 

(TNFR) inhibiendo la entrada a apoptosis en fibroblastos de ratón sensibles a TNF 

(Filippova et al., 2002). 

 Desregulación del ciclo celular. Aún en presencia de inestabilidad genómica, E6 permite 

evadir puntos de control del ciclo de las células. Es capaz de inactivar el complejo 

p300/CBP (Patel et al., 1999) y regular miRNAs que controlan la progresión del ciclo y así 

entrar en fase S (Wang et al., 2011). 

 Modulación del sistema inmune. Para permanecer desapercibido, actúa sobre el factor de 

transcripción de interferón β e impide la unión de interferón α a su receptor disminuyendo 

la respuesta inmune contra los antígenos de HPV (Li et al., 1999; Howie et al., 2009). 

 Inmortalización celular. La proliferación sin límites está promovida por E6 que induce la 

expresión de subunidad catalítica de la telomerasa humana (hTERT) mediante dos 

mecanismos: la degradación de su represor y la estimulación de su promotor (Pańczyszyn 

et al., 2018). 

 Invasión celular. E6 estimula la degradación proteolítica de proteínas que regulan las 

interacciones intercelulares, que participan en la polarización y diferenciación celular y de 

adhesión a la matriz extracelular (Howie et al., 2009), de esta forma regula la polaridad y 

motilidad celular, procesos involucrados en la metástasis 
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Figura 4. Representación esquemática de la capacidad de la proteína E6 de HPV de modular diversos 

procesos celulares mediante la interacción con múltiples moléculas blanco. Fuente: Estêvão et al., 2019. 

Oncoproteína E7 

La pequeña proteína E7 ha sido localizada tanto en núcleo como en fracciones citoplasmáticas, 

dado que presenta secuencias de localización nuclear y de exportación nuclear que le permiten 

pasar de un compartimiento a otro (Knapp et al., 2009). La expresión de esta proteína tiene un 

rol central en ciclo viral ya que participa en la reprogramación del ambiente celular para 

conseguir la replicación del virus (Fig. 5). Se ha determinado que  E7 de HPV de alto riesgo 

oncogénico es suficiente para alcanzar la inmortalización celular, pero que la actividad junto a 

E6 potenciaría su acción. 

 Desregulación del ciclo celular. El principal mecanismo oncogénico de la proteína E7 es la 

unión a los miembros de la familia supresora de tumores retinoblastoma (Rb) al inducir su 

ubiquitinación para la degradación proteosómica. De esta manera el factor E2F queda libre 

y activo para permitir la expresión de los genes de fase S ciclina A y E, y la acumulación 

de p16INK4a (inhibidor de quinasa dependiente de ciclina) (Hwang et al., 2002). 

Por otro lado, se ha determinado otro mecanismo para E7 que consiste en la capacidad de 

esta proteína de evitar la formación del complejo DREAM el cual responde a p53 y se 

recluta hacia promotores de genes del ciclo celular para su represión. De esta forma la 
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función de p53 puede verse afectada por E7 independientemente de E6. (Fischer et al., 

2017), además de inhibir al represor transcripcional de fase S E2F6 (McLaughlin-Drubin et 

al., 2008). 

 Modulación del sistema inmune. E7 interfiere en la vía de señalización de interferón, inhibe 

el Toll-like receptor-9 (TLR9) y bloquea el inicio de una de las vías de detección de ADN 

citoplasmático del sistema inmune innato (Estêvão et al., 2019). 

 Invasión celular. En la progresión del cáncer cervical, E7 estimula la expresión de la 

metaloproteinasa 9 capaz de degradar componentes de la matriz extracelular, favoreciendo 

la invasión (Cardeal et al., 2012). 

 

Figura 5. Representación esquemática de los procesos celulares afectados por la interacción de la 

proteína E7 de HPV con diversas moléculas blanco. Fuente: Estêvão et al., 2019. 

Aunque ambas proteínas tienen blancos moleculares específicos, también presentan blancos en 

común y de esta forma alcanzan una acción cooperativa de mayor eficiencia para lograr la 

desestabilización de la regulación celular y provocar la transformación maligna. Son capaces 

de aumentar la glicólisis aeróbica característica de las células malignas para crecer en 

condiciones anormales. Mantienen la progresión tumoral estimulando la expresión de 

citoquinas pro-inflamatorias y así la expresión de factores pro-angiogénicos y quimioquinas 

pro-tumorales. También participan en el desarrollo de inestabilidad genómica, evento temprano 
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y fundamental de la carcinogénesis ya que las lesiones cervicales deben acumular daño genético 

para poder progresar a la malignidad e invasión (Estêvão et al., 2019). 

Inestabilidad genómica 

La aceleración de la proliferación celular promovida por ambas oncoproteínas facilita la 

acumulación de defectos genéticos, tales como deleciones, amplificaciones, translocaciones y 

reordenamientos cromosómicos en general, constituyendo eventos que se observan en etapas 

tempranas de la infección viral y han sido detectados en lesiones pre-malignas asociadas a HPV 

de alto riesgo. 

En relación al desbalance cromosómico, en lesiones precursoras de cáncer cervical se ha 

identificado un patrón complejo de cambios cromosómicos, que incluyen la tetrasomía que 

puede ser promovida únicamente por E7 y la poliploidía inducida tanto por E6 como por E7 al 

anular el punto de control post-mitótico (Liu et al., 2007). La ganancia por duplicación o 

amplificación de los cromosomas 1, 3q, 5p, 6p, 7, 8q, 9q,16q y 20, y la pérdida por deleción de 

2q, 3p, 4q, 6q, 11q, 13q, 16, 17 y 19, son eventos frecuentemente encontrados en células de 

cáncer cervical y de lesiones precursoras (Boccardo, 2010). 

La expresión de E7 induce errores en la duplicación primaria del centrosoma, generando un 

aumento del número de centrosomas, formación de husos mitóticos multipolares, mala 

segregación de cromosomas y aneuploidía (Duensing & Munger, 2004). Esto es producto de la 

síntesis anormal de centrosomas y de la generación de aberraciones al degradar la γ-tubulina y 

aumentar la actividad de CDK2 que aumenta la desestabilización del genoma (Nguyen et al., 

2007). 

Por otro lado, alteraciones en los sistemas de reparación del ADN han sido relacionadas a la 

expresión de las oncoproteínas de HPV de alto riesgo. Determinando la modulación de la 

respuesta de las células al daño en el ADN que, junto a la capacidad de reentrada a fase S que 

otorgan las oncoproteínas, las células continúan proliferando aun estando dañadas.  

La oncoproteína E6 puede conducir a la acumulación de mutaciones, por ejemplo, al regular a 

miembros de la familia de APOBEC que se encarga de reemplazar citosina por uracilo (Vieira 

et al., 2014).  La expresión de esta oncoproteína con la consecuente inactivación de p53 se ha 

asociado a un aumento de mutagénesis espontánea (Havre et al., 1995). 
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También se ha relacionado a E6 con defectos en la vía genómica global del sistema de 

reparación por escisión de nucleótidos (GNER), siendo deficiente en la reparación de dímeros 

de pirimidina ciclobutano y 6-4 fotoproductos inducidos por UV (Ford et al., 1998). Así como 

también se asocia a defectos en la sub-vía de reparación por escisión de nucleótidos acoplada a 

la transcripción (TCNER) que se encarga de remover el daño específicamente de la hebra 

transcripta de genes activos (Therrien et al., 1999). 

Además de interactuar con las proteínas XRCC1 y la O6- metil guanina metil transferasa 

involucradas en la reparación de roturas de simple hebra de ADN (Iftner et al., 2002; 

Srivenugopal & Ali-Osman, 2002), E6 interactúa con dos proteínas BARD1 y BRCA1 

implicadas en la reparación de roturas de doble hebra por homología (Wallace & Galloway, 

2014).  

Se ha demostrado la colaboración de la oncoproteína E7 en la evasión de la reparación del 

ADN. En células que expresan E7 se ha determinado una acelerada degradación de claspina, 

regulador de la cascada ATR/CHK1, de esta forma se atenúa el punto de control de daño en el 

ADN (Spardy et al., 2009). 

En forma conjunta ambas oncoproteínas promueven modificaciones epigenéticas, actúan sobre 

los patrones de metilación genómica al regular las enzimas metiltransferasas. Los eventos de 

hipermetilación conducen al silenciamiento de genes supresores de tumores con actividad en la 

adhesión, inflamación y regulación del ciclo celular, estimulando la progresión del cáncer, 

invasión y metástasis. Las oncoproteínas son capaces de interactuar con histonas acetil-

transferasas (inhibición del complejo p300/CBP) y E7 en particular es capaz de unirse a histonas 

deacetilasas de clase I (HDACs 1, 2, 3 y 8). Estas HDACs regulan la transcripción de genes 

E2F, cuya expresión se ha visto aumentada en células que expresan E7. Así son capaces de 

modular la actividad transcripcional y estimular la progresión del ciclo celular de G1 a S 

(Longworth et al., 2005; Wallace & Galloway, 2014). 

La infección persistente por HPV de alto riesgo, la integración del genoma viral al genoma de 

la célula hospedera y la sobre-expresión de las oncoproteínas virales E6 y E7, son factores que 

contribuyen la acumulación de daño y proliferación celular descontrolada que conduce a la 

conversión a la malignidad. Sin embargo, se ha propuesto a la inflamación crónica como un 

cofactor en la carcinogénesis, ya que varios estudios han demostrado la correlación positiva 

entre el infiltrado de células inflamatorias y las lesiones de alto grado. 
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Rol del estrés oxidativo en cáncer cervical 

A pesar del rol central de las oncoproteínas E6 y E7 del HPV en la inducción de la inestabilidad 

genómica, varios estudios epidemiológicos y moleculares han demostrado que la infección por 

HPV y la sostenida expresión de sus oncoproteínas no son suficientes para el desarrollo del 

cáncer. Así, eventos adicionales del virus y del hospedero son requeridos para inducir la 

transformación celular. En este sentido, se ha propuesto que el microambiente oxidativo durante 

la inflamación crónica contribuye a la carcinogénesis cervical y a la progresión tumoral 

(Mangino et al., 2016).  

En el organismo se producen especies oxidantes continuamente como productos secundarios 

de la respiración aerobia y en procesos como inflamación, infecciones, estrés mecánico y 

químico, exposición a UV y a radiación ionizante. Las principales especies reactivas de oxígeno 

(ERO) son el anión superóxido, peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo, y las de nitrógeno: 

óxido nítrico (formado por acción de la enzima óxido nítrico sintasa), que al reaccionar con 

superóxido forma peroxinitrito (Ye et al., 2015). 

En condiciones normales el daño a biomoléculas se evita por la presencia de antioxidantes, en 

el organismo los  principales antioxidantes son las enzimas superóxido dismutasa, catalasa, 

glutatión peroxidasa y peroxirredoxinas y las moléculas tocoferol, glutatión, carotenos y ácido 

ascórbico. Cuando los oxidantes desbordan la capacidad antioxidante y provocan daño a 

biomoléculas se habla de estrés oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2015). 

Uno de los procesos donde se da un desbalance redox es durante la inflamación, el primer paso 

en la defensa inmunológica frente a estímulos dañinos, e implica la activación de células del 

sistema inmune que migran al sitio de inflamación donde liberan citoquinas y ERO. Las 

principales células implicadas son neutrófilos, eosinófilos, monocitos y fibroblastos, y los 

linfocitos son reclutados por las citoquinas liberadas (Charo & Ransohoff, 2006). La 

persistencia de ciertas citoquinas puede promover la inflamación crónica, constituyendo 

finalmente un proceso dañino para el hospedero. Este estado de inflamación persistente ha sido 

establecido en varias enfermedades incluyendo al proceso de carcinogénesis donde participa en 

la transformación, proliferación e invasión celular así como también en la angiogénesis 

(Coussens & Werb, 2002; Aggarwal et al., 2006). 

Los altos niveles de ERO liberados durante la inflamación inducen daño a los componentes de 

la célula, sus proteínas, lípidos y daño genotóxico, incluyendo rupturas de cadena simple y 
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doble, crosslinks (o uniones cruzadas) entre ADN y proteínas, así como la generación de bases 

modificadas, creando condiciones favorables para la transformación maligna (Federico et al., 

2007). 

Inflamación crónica y HPV 

La persistencia de la infección viral por HPV favorece el desarrollo de inflamación crónica y 

de esta forma la generación de estrés oxidativo (Williams et al., 2011). Este hecho ha sido 

evidenciado por el aumento de citoquinas pro-inflamatorias en mujeres con infecciones 

persistentes (Kemp et al., 2010), elevados niveles de nitrito/nitrato en plasma sanguíneo de 

mujeres con HSIL (Sowjanya et al., 2016), el análisis histopatológico de lesiones severas 

provocadas por HPV con grandes infiltrados inflamatorios (Hammes et al., 2007; Boccardo et 

al., 2010)  y la disminución de antioxidantes en pacientes con cáncer cervical (Lee et al., 2005).  

A pesar del rol de E5, E6 y E7 en la proliferación celular y la inestabilidad genómica 

previamente descrito, estas oncoproteínas promueven directamente el proceso inflamatorio. 

Son capaces de aumentar la expresión de la enzima ciclooxigenasa 2 la cual aumenta la 

generación de prostaglandinas involucradas en la proliferación celular, inhibición de apoptosis 

y angiogénesis en el tejido cervical (Subbaramaiah & Dannenberg, 2007). 

En los procesos tumorales, el elevado ambiente oxidativo se acompaña de una disminución del 

estado antioxidante. Varios estudios han evidenciado en mujeres con cáncer de cuello uterino 

bajos niveles de las enzimas glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y glutatión S-

transferasa, principales enzimas antioxidantes, así como también disminución de ácido 

ascórbico (Manju et al., 2002; Naidu et al., 2007). Esto podría ser consecuencia de su alta 

demanda en el proceso oxidativo como scavenger así como también por su secuestro por las 

células tumorales. 

La generación de lesiones oxidativas características en el desarrollo de la carcinogénesis de 

cuello uterino han sido identificadas tras la exposición de las células infectadas a ERO, entre 

ellas se destacan: 

 La presencia de 8-nitroguanina en lesiones CIN 1, 2 y 3, ha sido determinada mediante 

estudios histológicos e inmunohistoquímicos, constituyendo un marcador inflamatorio 

predictivo de riesgo de carcinogénesis en pacientes infectadas con HPV (Hiraku et al., 

2007). 
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 Incremento progresivo de la base modificada 8-hidroxi-2´-deoxiguanosina (8-OHdG) desde 

células normales a SIL y a carcinomas invasivos. Esta base modificada es una lesión 

mutagénica in vivo e in vitro que se ha sugerido como un biomarcador para estudios 

moleculares epidemiológicos de riesgo de cáncer ocasionado por estrés oxidativo (Romano 

et al., 2000). 

 Incremento de rupturas de doble hebra de ADN en células infectadas expuestas a dosis 

fisiológicas de óxido nítrico junto con el aumento de la transcripción de los genes E6 y E7 

de HPV16 comparado con las células HPV-negativas. Esto podría constituir otro origen de 

las alteraciones cromosómicas estructurales encontradas en células infectadas con HPV de 

alto riesgo, alteraciones que se encuentran en la base del desarrollo de tumores (Wei et al., 

2009). 

 Aumento del malondialdehído, derivado de peroxidación lipídica y capaz de dañar el ADN, 

siendo esta elevación proporcional al aumento de la severidad de las lesiones (Naidu et al., 

2007). 

El estrés oxidativo tiene un rol muy relevante en la carcinogénesis actuando tanto en la 

iniciación neoplásica como en su progresión. En varios tipos de cáncer se ha determinado que 

las especies reactivas de oxígeno, que pueden actuar como segundos mensajeros, participan en 

la proliferación celular por ejemplo mediante la activación de Erk1/2 y de NF-κB y en la 

inactivación de proteínas pro-apoptóticas al activar Akt. (Liou, GY. & Storz, P. 2010; Di 

Domenico et al., 2012). A su vez, estas células presentan mayor resistencia al estrés oxidativo 

que células normales (Reuter et al., 2010). 

Así como los oncogenes de HPV permiten que las células infectadas sobrevivan a pesar de la 

inestabilidad genómica, también les confieren la capacidad de sobrevivir en un ambiente 

oxidativo. Su principal mecanismo es la regulación de la actividad antioxidante y la supresión 

de apoptosis inducida por estrés oxidativo.  

Antioxidantes en cáncer cervical 

Durante el proceso infeccioso de HPV se ha determinado que frente a la alta producción de 

especies reactivas de oxígeno se aumentan los niveles antioxidantes intracelulares (Foppoli et 

al., 2015). 

Un gran número de trabajos han demostrado la disminución de los niveles de antioxidantes o la 

disminución de la actividad enzimática de los antioxidantes, principalmente en la circulación 
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sistémica de los pacientes. Sin embargo, las células tumorales se caracterizan por tener un 

eficiente control de las ERO. Los oncogenes virales le confieren a las células infectadas la 

capacidad de sobrevivir en el microambiente oxidativo mediante diferentes mecanismos: 

1. Regulación de los sistemas antioxidantes. Varios trabajos han demostrado in vitro que la 

expresión de las oncoproteínas virales acompañada de la inducción de estrés oxidativo 

aumentan los niveles de enzimas y compuestos antioxidantes como la catalasa (Shim et al., 

2005), superóxido dismutasa, NAD(P)H:quinona oxidorreductasa (De Marco et al., 2007) 

y las isoformas 1 y 2 de peroxirredoxinas (Lee, K.A.et al., 2005). 

2. Protección contra oxidación. Enzimas detoxificantes como las pertenecientes a la familia 

glutatión S-transferasa (glutatión S-transferasa P1-1) son protegidas por E7, la cual 

mediante su unión a la enzima estabiliza la forma reducida y evita su inactivación por 

oxidación (Mileo et al., 2009). Esta protección contra la oxidación también se ha observado 

para factores de transcripción redox-sensibles como el AP-1 el cual también forma 

complejos con E7 (Antinore et al., 1996; Nair et al., 2007). 

3. Modulación de miRNAs (miR-34a) regulando genes asociados con la defensa antioxidante. 

miR-34a es un supresor de tumores cuya transcripción está directamente estimulada por p53 

y su efecto contribuye a la inducción de apoptosis mediada por p53. La proteína E6 suprime 

a p53 y consecuentemente se suprime miR-34a, evitando, por ejemplo, la inhibición de la 

tioredoxin-reductasa 2 (Li et al., 2010). 

4. Supresión de apoptosis mediada por estrés oxidativo. La resistencia a la muerte celular 

inducida por condiciones oxidantes se da por la regulación de ciertos inhibidores. Por 

ejemplo, la proteína survivina tiene la capacidad de inhibir la apoptosis y aumentar la 

actividad antioxidante celular. Esta proteína suele inhibirse por p53 pero la expresión de 

E6, que suprime a p53, permite entonces la expresión de la survivina (Borbely et al., 2006).  

También, en la progresión de las lesiones cervicales se ha observado una disminución de la 

expresión de la isoforma inducible de óxido nítrico sintasa (i-NOS), provocando 

disminución de los niveles de óxido nítrico y la apoptosis mediada por éste (De Marco et 

al., 2012). 

Esta ajustada modulación oxidativa del metabolismo celular resulta ser refractaria, ya que el 

ambiente oxidativo se convierte en un factor de selección positiva para las células cancerígenas 

que mejor se adapten. 
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Control redox como abordaje terapéutico 

En las últimas décadas se han propuesto varias estrategias preventivas y terapéuticas para el 

tratamiento del cáncer, entre ellas la incorporación en la dieta de compuestos antioxidantes que 

han demostrado tener una relación inversa a la persistencia de HPV y al desarrollo tumoral. 

Dado que los procedimientos actuales de tratamiento del cáncer de cuello uterino: quimioterapia 

y radioterapia son grandes inductores de estrés oxidativo y toxicidad, se podría pensar en un 

tratamiento antioxidante como adyuvante. 

Los polifenoles son antioxidantes que se han evaluado en diversos estudios obteniendo 

resultados prometedores. Entre ellos la curcumina derivado de la planta Curcuma longa ha 

mostrado su capacidad de interferir en la carcinogénesis por HPV al inhibir la expresión de sus 

oncoproteínas y estimular la apoptosis (Maher et al., 2011). Este compuesto ha mostrado efecto 

sensibilizador de células derivadas de cáncer cervical a cisplatino (Venkatraman et al., 2005), 

y de células tumorales HPV-positivas a paclitaxel, mediante la inhibición de la actividad del 

factor NF-κB y aumento de la muerte celular (Bava et al., 2011). 

El compuesto epigalocatequingalato (EGCG) también pertenece a los polifenoles, está presente 

en el té verde y presenta propiedades anticancerígenas. En células aisladas de biopsias de cáncer 

cervical ha disminuido el nivel de ERO y la proliferación celular y ha aumentado la actividad 

de enzimas antioxidantes: superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa (Hussain, 2017). En 

relación a la terapia del cáncer cervical, tiene efecto sinérgico con el cisplatino, potenciando su 

efecto y estimula la muerte de las células cancerígenas (Kilic et al., 2014). 

El resveratrol, compuesto presente en diferentes alimentos como uvas y arándanos, tiene efecto 

antiproliferativo en líneas celulares derivadas de cáncer cervical, determinando la acumulación 

de las células en fase S (Zoberi et al., 2002), además mejora la efectividad del cisplatino 

aumentando su actividad anti-cáncer (Rezk et al., 2006). 

Otros antioxidantes naturales han sido evaluados, como el licopeno (pigmento de frutas y 

verduras rojas) y la luteína (perteneciente al grupo de xantofilas, pigmento amarillo) los cuales 

mostraron reducir la incidencia de cáncer cervical (Sedjo et al., 2002). 

Las vitaminas antioxidantes tienen la capacidad de neutralizar los radicales libres, de tal forma 

se han propuesto como terapias paliativas en diferentes ensayos, pudiendo disminuir el riesgo 

de cáncer cervical. Es así como la vitamina B12, vitamina E y los β-carotenos mostraron tener 



19 
 

efecto preventivo, y altos niveles en plasma de vitamina E, ácido ascórbico y β-carotenos se 

asocian a disminución del riesgo de neoplasma (Myung et al., 2011; Guo et al., 2015). 

El ácido ascórbico (o vitamina C) podría ser un tratamiento valorado en pacientes en etapas 

tempranas de cáncer. La suplementación dietética de esta vitamina podría reducir el riesgo de 

CIN en mujeres con infecciones por HPV de alto riesgo oncogénico (Hwang et al., 2010). 

Si bien los tratamientos actuales de cáncer inducen altos niveles de ERO que las células 

tumorales no pueden eliminar y así contribuyen a la muerte celular,  actualmente se proponen 

alternativas para asociar como adyuvantes al tratamiento de la radio- y quimioterapia con 

moléculas antioxidantes (Bonetta, 2018). De tal forma se ha evaluado el efecto del ácido 

ascórbico en relación a diferentes agentes quimioterapéuticos. En células derivadas de cáncer 

cervical, SiHa, la combinación de ácido ascórbico con cisplatino aumentó la inducción de 

apoptosis (Leekha et al., 2016). Por su parte, en células HeLa modula la expresión del factor de 

transcripción AP-1 que responde al estado redox además de disminuir la expresión de E6 

reestableciendo la respuesta apoptótica mediada por p53 al cisplatino y etopósido (Reddy et al., 

2001).  

Como hemos descrito hasta el momento, varias condiciones son entonces requeridas para el 

desarrollo del cáncer cervical: la infección por HPV de alto riesgo oncogénico, la sobre-

expresión de sus oncoproteínas E6 y E7 y la persistencia de la infección viral generando un 

estado de inflamación crónica donde el microambiente es fundamentalmente oxidativo. Un 

mayor entendimiento de la relación existente entre la expresión de las proteínas E6 y E7 de 

HPV y la sensibilización de las células huésped al daño inducido en el ADN por agentes 

oxidantes que puedan derivar en carcinogénesis, permitiría desarrollar nuevas estrategias para 

la prevención o el tratamiento del cáncer de cuello de útero. 

En el presente trabajo se plantea estudiar la relación entre la inducción de estrés oxidativo y la 

generación de daño en el ADN de queratinocitos humanos inmortalizados espontáneamente 

transducidos con los oncogenes virales E6 y E7 de HPV 16, con el fin de confirmar que la 

acumulación del daño genético producido por el estrés oxidativo está en la base de la 

transformación celular. De encontrarse un efecto sensibilizador al agente oxidativo en dichas 

células, se adicionará ácido ascórbico en los cultivos celulares para disminuir el efecto 

producido por el estrés oxidativo con el fin de observar si es posible disminuir el daño genético, 
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lo que pudiera sugerir una posible terapia paliativa del efecto perjudicial que tendría el estado 

redox de las células en las infecciones por HPV de alto riesgo. 
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Hipótesis  

Se propone que la sostenida expresión de las oncoproteínas E6 y E7 del virus de alto riesgo 

oncogénico HPV 16, no es suficiente para el desarrollo del cáncer, siendo el ambiente oxidativo 

por la persistencia de la infección viral, un cofactor determinante en la transformación a la 

malignidad. 

Objetivo general 

Estudiar si la expresión de las oncoproteínas virales E6 y E7 del HPV 16 sensibiliza a 

queratinocitos humanos (HaCaT) al daño oxidativo generado por peróxido de hidrógeno. 

Objetivos específicos 

En células HaCaT transducidas con un vector retroviral para expresión de los oncogenes E6 y 

E7 de HPV 16: 

 Evaluar el efecto del agente oxidante, peróxido de hidrógeno, sobre la viabilidad celular. 

 Determinar  la formación de especies reactivas de oxígeno después del tratamiento con 

el agente oxidante. 

 Cuantificar el efecto del daño oxidativo a nivel cromosómico tras la exposición a 

peróxido de hidrógeno. 

 Evaluar el daño oxidativo primario inducido en el ADN por el peróxido de hidrógeno. 

 Estudiar el efecto scavenger del ácido ascórbico sobre el estrés oxidativo inducido por 

el peróxido de hidrógeno. 
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Materiales y métodos 

Líneas celulares 

Las líneas celulares fueron proporcionadas por el Dr. Enrique Boccardo del Laboratorio de 

Oncovirología, Departamento de Microbiología, Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad 

de San Pablo, Brasil. 

Una de las líneas utilizadas fue HaCaT que es una línea de queratinocitos humanos 

inmortalizados espontáneamente obtenida de piel de adulto cultivada por un largo período a 

bajas concentraciones de calcio y elevada temperatura (40°C) (Boukamp et al., 1988). La línea 

HaCaT presenta mutaciones en los dos alelos de p53 (Lehmann et al., 1993) y un aumento en 

la actividad de la enzima telomerasa que mantiene la longitud de los telómeros, características 

que han sido asociadas a la inmortalización de la línea (Härle-Bachor & Boukamp, 1996). Esta 

línea celular se mantiene no tumorigénica y su crecimiento y potencial de diferenciación se 

mantiene similar al de queratinocitos humanos normales (Boukamp et al., 1988; Breitkreutz et 

al., 1998; Schoop, Fusenig, & Mirancea, 1999), por lo que resulta ser un buen modelo para 

estudiar el rol de oncogenes y otros factores en el proceso de malignización (Fusenig & 

Boukamp, 1998). 

A partir de esta línea celular fueron obtenidas las células  HaCaT pLXSN y HaCaT pLXSN16 

E6E7 por transducción con los vectores retrovirales correspondientes.  

Transducción con vectores retrovirales 

La transducción de las células HaCaT fue realizada en el laboratorio del Dr. Boccardo. 

Los vectores retrovirales pLXSN (No. de acceso M28248, GenBank) con los genes E6 y E7 de 

HPV 16 fueron brindados por la Dra. Denise Galloway (Division of Human Biology, Fred 

Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA, USA). Las secuencias de los genes fueron 

insertas en el vector bajo control del promotor presente en el LTR retroviral. Posteriormente 

los vectores se introdujeron por electroporación a células de la línea ecotrópica de células 

epiteliales de riñón embrionarias  Bosc23 (derivada de HEK-293), utilizándose luego el 

sobrenadante para infectar la línea anfotrópica de fibroblastos de ratón Am12 (derivada de NIH 

3T3). Finalmente, el sobrenadante del cultivo de células Am12 se utilizó para infectar la línea 

celular HaCaT cultivada en placas de Petri de 60 mm a una confluencia de 20-30%. 
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Cultivos celulares 

Todas las líneas celulares utilizadas fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM, 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de 

estreptomicina. Las células se cultivaron en estufa a 37°C con 5% CO2. La siembra celular para 

la realización de los diferentes ensayos se llevó a cabo empleando cultivos con una confluencia 

de 80%. 

Análisis citogenético de las líneas celulares 

Para evaluar los efectos de la transducción celular sobre la estabilidad  genómica de la línea 

HaCaT, se realizó el estudio del cariotipo. Con este fin, se sembraron en placas de 100 mm la 

línea celular HaCaT y HaCaT pLXSN16 E6E7 y se mantuvieron en cultivo por 24 h hasta 

alcanzar un 70% de confluencia. Posteriormente se agregó a cada cultivo celular 0.2 mg/mL de 

Colcemid durante 3 h en estufa a 37°C con 5% CO2. Se recolectaron las células en su totalidad 

y se centrifugaron a 1.000 rpm por 5 min, se descartó el sobrenadante y el pellet fue 

resuspendido con pipeta Pasteur. Se agregó 5 mL de KCl 75 mM a 37°C y se incubó por 6 min 

a temperatura ambiente, seguido de tres fijaciones con metanol-ácido acético (3:1). Tras la 

última fijación se realizaron los extendidos metafásicos sobre portaobjetos previamente 

enfriados y se dejaron secar al aire. Finalmente, las preparaciones fueron teñidas con ioduro de 

propidio (1 mg/mL) durante 15 min, lavadas con agua destilada y montadas con 50 L de 

antifade (Vectashield, Vector). Los bordes de los cubreobjetos fueron sellados con esmalte de 

uña. Las metafases (20 por línea celular) fueron capturadas mediante cámara digital y 

analizadas por el programa ISIS (MestaSystems, GmbH) empleando un set de filtros de 

fluorescencia para el ioduro de propidio.  

Tratamiento con peróxido de hidrógeno 

Con el fin de inducir estrés oxidativo en las líneas celulares previamente descritas, se utilizó 

peróxido de hidrógeno (H2O2) que difunde libremente a través de la membrana celular. Las 

diferentes diluciones de H2O2 se realizaron en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de estreptomicina. 

Determinación de la viabilidad celular mediante el método de resazurina 

El método de resazurina permite evaluar la viabilidad celular de forma indirecta a través de su 

reducción a resorufina (fluorescente) por la acción de una enzima citoplasmática celular. De 
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esta forma, el aumento de intensidad de fluorescencia en el cultivo indicará una mayor 

viabilidad celular. Los ensayos se realizaron por duplicado, teniendo además seis réplicas por 

punto. Se establecieron los cultivos de las líneas celulares HaCaT, HaCaT pLXSN y HaCaT 

pLXSN16 E6E7, colocando en placa de 96 pocillos, 6.000 células cada 100 µL de medio 

DMEM con 10% de SFB, se colocaron a 37°C y 5% de CO2 durante 24 h. Se evaluaron 

diferentes concentraciones de H2O2 (250, 500, 750 y 1.000 µM) durante 3 h de tratamiento a 

37°C y 5% de CO2. Para el ensayo de reducción de la resazurina, se descartó el medio de cultivo 

4 h antes de la medición y se adicionó 100 µL de 0,025 mg/mL de resazurina (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA) en PBS. Se midió la fluorescencia empleando una longitud de onda 

de excitación de 530 nm y de emisión a 590 nm en espectrofotómetro de placa (Varioskan Flash 

Microplate spectrophotometer; Thermo Fisher, Vantaa, Finland). 

Estudio de especies reactivas del oxígeno (ERO) intracelular 

Se utilizó el ensayo fluorimétrico con 2,7-diclorodihidrofluoresceína diacetato (DCFH-DA, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), compuesto hidrofóbico no fluorescente que 

atraviesa las membranas biológicas llegando al interior de las células donde es desacetilado a 

2,7-diclorodihidrofluoresceína (DCFH) el cual reacciona rápidamente con las ERO formando 

el compuesto fluorescente 2,7-diclorofluoresceína (DCF). La intensidad de la fluorescencia 

presente en el cultivo se relaciona directamente con la cantidad de ERO generada. Los ensayos 

se realizaron por duplicado, teniendo además seis réplicas por punto. Se sembraron 8.000 

células de la línea control o de la línea celular transducida con los oncogenes E6 y E7 en placas 

de 96 pocillos. Luego se les agregó DCFH-DA 50 μM en medio sin SFB y se incubó a 37°C y 

5% de CO2 en oscuridad por 30 min. Posteriormente se removió el medio, se lavó con PBS y 

se midió la fluorescencia en PBS del control a tiempo inicial (λex 490 nm y λem 570 nm) en 

Varioskan. Finalmente se lavó el resto de los pocillos adicionándose al cultivo 0, 500 y 750 μM 

de H2O2. Las medidas de fluorescencia se realizaron a tiempos de 15, 30, 60, 120 y 180 min en 

PBS. 

Evaluación del daño en el ADN 

Ensayo de micronúcleos (MN) 

Los micronúcleos son fragmentos del material genético o cromosomas enteros que, debido a su 

rezago durante la anafase por el daño sufrido, quedan separados del núcleo original (Luzhna et 

al., 2013). El ensayo se realizó según la técnica descrita por Fenech (2007) con algunas 
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modificaciones. Los ensayos se realizaron por duplicado, teniendo además dos réplicas por 

punto. Se sembraron 100.000 células de cada línea celular en placas de 60 mm. El tratamiento 

se realizó en presencia de H2O2 a las concentraciones de 0, 500 y 750 μM por 3 h y se incubó 

durante 48 h a 37°C y 5% de CO2. A las 6 h de tratamiento, se añadió citocalasina B a una 

concentración final de 3 μg/mL con el fin de evitar la primera división celular, y se continuó la 

incubación a 37ºC y 5% de CO2. Las células se levantaron con tripsina y se trataron con KCl 

75 mM, seguido de dos fijaciones con metanol-ácido acético (3:1) y una última fijación con 

metanol al 1%. Las células fueron adheridas al portaobjetos mediante citocentrifugación a 2000 

rpm por 10 min a temperatura ambiente utilizando una citocentrífuga (Cellspin I, Tharmac, 

Waldsolms, Germany). Luego se tiñeron con naranja de acridina 10 μg/mL y los micronúcleos 

se evaluaron en 1.000 células binucleadas de acuerdo con los criterios de Fenech (2007) 

utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss (modelo Axioplan II motorizado) a 40x. 

Además, se evaluó el índice de división nuclear (IDN) que es una medida del nivel de 

proliferación celular. El IDN fue calculado de acuerdo al método de Eastmond y Tucker (1989), 

determinando en 1.000 células la frecuencia de células con 1, 2, 3 o 4 núcleos mediante la 

siguiente ecuación, donde M1-M4 son las células con 1-4 núcleos y N es el número total de 

células contadas: 

IDN =
(𝑀1 + 2𝑀2 + 3𝑀3 + 4𝑀4)

𝑁
 

Ensayo cometa 

Para determinar la capacidad de reparación del daño primario inducido en las líneas celulares 

se realizó el ensayo de electroforesis en gel de células aisladas (Singh et al., 1988; Glei et al., 

2016). Los ensayos se realizaron por duplicado, teniendo además dos réplicas por punto. Para 

esto se establecieron los cultivos de las líneas celulares HaCaT y HaCaT pLXSN16 E6E7, 

colocando en placa de 96 pocillos, 8.000 células por pocillos en 100 µL de medio DMEM con 

10% de suero fetal bovino, a 37°C y 5% de CO2. Se realizó el tratamiento con 750 µM de H2O2 

por 5 min. Posteriormente se retiró el H2O2 y se agregó medio completo para permitir la 

recuperación de las células por 0, 15, 30, 60 y 120 min. También se realizó un control sin 

tratamiento y analizado a tiempo 0. Una vez transcurridos estos tiempos de recuperación, se 

decolaron las células con tripsina, se neutralizaron y se generó un pool con las siete réplicas de 

cada punto, se centrifugó a 1.000 rpm durante 5 min, se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió en 40 µL de PBS, colocando cada tubo en hielo. A los portaobjetos previamente 
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preparados en agarosa con punto de fusión normal (1%), se les adicionó la mezcla de 20 µL de 

la suspensión celular + 80 µL de 0.5% agarosa de bajo punto de fusión, y se colocaron 

cubreobjetos. Para la solidificación de los geles se colocaron los portaobjetos durante 10 min a 

4°C. Luego, los cubreobjetos fueron removidos y se colocó cada portaobjeto en la solución de 

lisis previamente enfriada (pH 10; 2,5 M NaCl; 100 mM Na2EDTA; 10 mM Trizma-HCl y 1% 

Triton X-100) durante 1 h a 4°C. Los portaobjetos fueron luego lavados con PBS y colocados 

en una cuba de electroforesis horizontal, donde se cubrieron con la solución alcalina de 

electroforesis (pH 13; 300 mM; NaOH y 1 mM Na2EDTA), por 15 min en oscuridad 

permitiendo la desnaturalización del ADN para luego realizar la corrida electroforética a 25 V 

(300 mA) y 4°C durante 15 min. Los portaobjetos se removieron de la cuba y se lavaron por 5 

min con el buffer de neutralización (pH 7,5; 0,4 M Tris-HCl). Cada portaobjeto fue teñido con 

50 µL de ioduro de propidio (10 µg/mL) y analizado utilizando el programa Comet Imager 

(MetaSystems), con el cual se analizaron como mínimo 50 nucleoides por portaobjeto. El daño 

fue cuantificado como el Olive Tail Moment, que representa la extensión del daño en el ADN 

de células individuales (el producto de la fracción del ADN migrado y la distancia entre la 

mediana de la cabeza y la mediana de la cola del cometa). 

Ácido ascórbico como scavenger 

Ensayo de toxicidad 

Se realizó una curva de citotoxicidad mediante el método de resazurina para determinar la 

viabilidad celular tras el agregado del ácido ascórbico a diferentes concentraciones. Los ensayos 

se realizaron por duplicado, teniendo además seis réplicas por punto. Se estableció el cultivo 

celular HaCaT, colocando en placa de 96 pocillos, 8.000 células por pocillo en 100 µL de medio 

DMEM con 10% de suero fetal bovino a 37°C y 5% de CO2. Se evaluaron diferentes 

concentraciones de ácido ascórbico (1, 10, 100, 500, 1000 y 10.000 µM) durante 24 h de 

tratamiento (Reddy et al., 2001; Shang et al., 2002; Terashima et al., 2013). Para el ensayo de 

reducción de la resazurina, 4 h antes de la medida se descartó el medio de cultivo, y se colocaron 

100 µL de 0,025 mg/mL de resazurina en PBS. Se midió la fluorescencia usando una λex= 530 

nm y λem= 590 nm en Varioskan. 

Ensayo de micronúcleos  

Para determinar si el ácido ascórbico contribuye a contrarrestar la acumulación de daño en las 

líneas celulares control y transducida, se realizó nuevamente el ensayo de micronúcleos de 
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acuerdo a la técnica descrita previamente. Los ensayos se realizaron por duplicado, teniendo 

además dos réplicas por punto. Se sembraron 50.000 células de cada línea celular en placas de 

35 mm y se cultivaron por 24 horas. Luego, se realizó el tratamiento con ácido ascórbico 1 mM 

por 24 h a 37°C y 5% de CO2. Se removió el medio de cultivo y se realizó el tratamiento con 

H2O2 500 μM y se incubó en las mismas condiciones por 3 h, luego fue removido y se agregó 

medio completo fresco. A las 6 h luego del tratamiento, se añadió citocalasina B a una 

concentración final de 3 μg/mL, y se incubaron durante 48 h a 37ºC y 5% de CO2. Se realizó el 

mismo procedimiento de decolamiento y fijación ya descrito en la Sección 1.7.1. Luego las 

muestras fueron teñidas con naranja de acridina 10 μg/mL y los micronúcleos se evaluaron en 

1.000 células binucleadas de acuerdo con los criterios de Fenech (2007). 

Análisis estadístico  

Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism 6 y los valores 

fueron expresados como el promedio ± desvío estándar. Las diferencias entre las líneas 

celulares se analizaron con el test estadístico Two-way ANOVA, test de Bonferroni con los 

valores de p correspondientes a: no significativo (ns), p > 0.05; *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01; ***, 

p ≤ 0.001 y ****, p ≤ 0.0001. En el caso de la valoración del ensayo con una sola variable se 

utilizó el test One-way ANOVA, test de Bonferroni, con los mismos valores significativos. 
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Resultados 

Análisis citogenético de las líneas celulares 

Con el fin de determinar si las líneas celulares HaCaT y HaCaT pLXSN16 E6E7 presentan 

reordenamientos y fragmentos cromosómicos se analizaron 20 metafases de cada línea celular. 

A partir de los resultados obtenidos se observó que tanto las células HaCaT (Fig. 6a) como las 

células HaCaT pLXSN16 E6E7 (Fig. 6b) no presentaron reordenamientos cromosómicos ni 

fragmentos que pudieran interferir con los resultados del resto de los ensayos realizados. En 

ambos casos se observó un cariotipo de tipo hipo-tetraploide, con un rango de 67 a 74 

cromosomas, acorde con la descrito previamente por Boukamp et al. (1988) para el cariotipo 

de células HaCaT con un número de pasaje elevado. 

a 

 

b 

 

Figura 6. a) Metafase de una célula HaCaT (72 cromosomas). b) Metafase de una célula HaCaT 

transducida con las proteínas E6 y E7 de HPV 16 (69 cromosomas). Ambas fueron teñidas con ioduro 

de propidio y capturadas utilizando microscopio de fluorescencia a 63x.  

Determinación de la viabilidad de las líneas celulares al ser tratadas con H2O2 

Se evaluó el efecto que produce la expresión de las oncoproteínas virales de HPV 16 sobre la 

viabilidad celular de los queratinocitos humanos frente a su exposición a diferentes 
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concentraciones de H2O2 (Fig. 7). Los resultados muestran el descenso en la viabilidad celular 

de forma proporcional al aumento de concentración de H2O2. Si bien este efecto se observa en 

todas las líneas celulares evaluadas, la que expresa las proteínas E6 y E7 de HPV16 resulta ser 

más resistente al efecto del H2O2 logrando mantener la viabilidad a concentraciones mayores 

de este compuesto en comparación a las líneas sin las oncoproteínas. La evaluación estadística 

mostró una diferencia significativa en la sobrevida celular para las dosis de 500 y 750 µM, 

mientras que la dosis de 1000 µM provocó la muerte celular en todas las líneas evaluadas. Estos 

resultados fueron concordantes a lo evidenciado al microscopio, donde se observó la pérdida 

de la morfología característica de estas células cuando las mismas se expusieron al agente 

oxidante. 

 

Figura 7. Ensayo de reducción del porcentaje de viabilidad celular de las líneas celulares HaCaT, 

HaCaT pLXSNØ y HaCaT pLXSN16 E6E7 expuestas a concentraciones crecientes (250-1000 µM) de 

H2O2 por 3 h. Ensayos realizados por duplicado, teniendo seis réplicas por punto. Test estadístico Two-

way ANOVA: efectos principales: Línea celular ****; Dosis de H2O2 **** y efectos de interacción 

****. Test de Bonferroni, ns: no significativo, ****, p ≤ 0.0001. 

Al observar que la línea celular control (HaCaT) y la línea con el vector vacío (HaCaT 

pLXSNØ) presentaron igual comportamiento frente al tratamiento con peróxido de hidrógeno 

a las dosis previamente mencionadas, se decidió realizar el resto de los experimentos con la 

línea celular control y la que expresa las oncoproteínas virales. 
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Determinación de especies reactivas de oxígeno (ERO) intracelulares 

Dado que un aumento de las ERO inducido por componentes del ambiente inflamatorio podría 

estar implicado en el mecanismo de transformación a la malignidad de las células con E6 y E7 

de HPV de alto riesgo, se realizó el seguimiento de los niveles de ERO intracelulares tras el 

tratamiento con 500 y 750 μM de H2O2, dosis elegidas a partir del ensayo previo donde las 

líneas celulares mostraban diferencias significativas.  

Para determinar si los niveles basales de ERO variaban a lo largo del tiempo en cada línea 

celular evaluamos la fluorescencia del DCF en las células HaCaT y HaCaT pLXSN16 E6E7 

sin tratamiento con peróxido de hidrógeno. Como se observa en la Figura 8a ninguna de las 

líneas celulares presenta cambios significativos en los niveles de ERO a lo largo del tiempo y 

tampoco tienen diferencia significativa entre ellas.  

Entonces, considerando como control al nivel de fluorescencia a tiempo 0 sin tratamiento, 

comparamos cómo variaba este nivel para los tratamientos con 500 y 750 μM de H2O2 en cada 

línea celular (Fig. 8b y c).  

Para el tratamiento con 500 μM ambas líneas aumentan los niveles de ERO en los primeros 15 

minutos de tratamiento y vuelven a su nivel basal a los 120 minutos donde, de acuerdo a la 

evaluación estadística, dejan de tener diferencia significativa con el control. Lo mismo se puede 

observar para el tratamiento con 750 μM de H2O2, sin embargo, en esta condición la línea  

HaCaT pLXSN16 E6E7 vuelve a su nivel basal recién a los 180 minutos. 

Por otro lado, en los dos tratamientos realizados con peróxido de hidrógeno, la elevación de los 

niveles de especies reactivas de oxígeno se da de forma más significativa en la línea HaCaT 

pLXSN16 E6E7 en comparación a la línea HaCaT. 
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Figura 8. a) Gráfico de Intensidad de fluorescencia para las líneas celulares HaCaT y  HaCaT pLXSN16 

E6E7 a lo largo del tiempo sin tratamiento con peróxido de hidrógeno. Test estadístico Two-way 

ANOVA: efectos principales: Línea celular, ns; Tiempo, ns y efectos de interacción, ns. b) Gráfico de 

Intensidad de fluorescencia para ambas líneas celulares tratadas con 500 μM de peróxido de hidrógeno 

a lo largo del tiempo, el control corresponde a la fluorescencia de cada línea a tiempo 0 sin tratamiento. 

Test estadístico Two-way ANOVA: efectos principales: Línea celular, ns; Tiempo, **** y efectos de 

interacción, ****. c) Gráfico de Intensidad de fluorescencia para ambas líneas celulares tratadas con 

750 μM de peróxido de hidrógeno a lo largo del tiempo, el control corresponde a la fluorescencia de 

cada línea a tiempo 0 sin tratamiento. Ensayos realizados por duplicado, teniendo seis réplicas por punto. 

Test estadístico Two-way ANOVA: efectos principales: Línea celular, ****; Tiempo, **** y efectos de 
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interacción, ****. Test de Bonferroni, ns: no significativo, ***, p ≤ 0.001 y ****, p ≤ 0.0001, los 

valores “entre paréntesis” indican la significancia de cada punto respecto a su control. 

Ensayo de micronúcleos 

Para evaluar la acumulación de daño de las células expuestas a un agente genotóxico como el 

H2O2, se realizó el ensayo de micronúcleos (MN) con bloqueo de la citocinesis (CBMN). Los 

micronúcleos son productos de ADN originados a partir de la fragmentación de cromosomas o 

cromosomas enteros que no se incorporan en el núcleo luego de la división celular. Los mismos 

pueden originarse por defectos en la maquinaria de reparación y acumulación de daño 

conduciendo a la inestabilidad genómica que puede llevar a la muerte celular, o desarrollo de 

cáncer.  

Se evaluó la cantidad de células mono-,bi-,tri- y tetra-nucleadas en un total de 1.000 células y 

se calculó el Índice de División Nuclear (IDN),  que permitió evaluar el estado proliferativo de 

cada línea celular post-tratamiento. La Figura 9a muestra que ambas líneas continúan 

proliferando a pesar del tratamiento, si bien se observa una leve disminución del índice de 

división para la línea HaCaT a 750 μM de H2O2, se puede que las líneas no tendrían afectado 

su ciclo celular. 

El bloqueo de la citocinesis provocado mediante el agregado de citocalasina B permite realizar 

el recuento de MN en las células binucleadas, identificando únicamente aquellos MN formados 

por tratamientos clastogénicos o aneugénicos los cuales desaparecerían al completar la división 

celular (Fenech, 2007; Luzhna et al., 2013). La Figura 9b muestra el aumento del porcentaje 

de MN con el tratamiento de H2O2 en ambas líneas celulares. En el caso de la dosis de 750 μM 

se observa que la línea HaCaT pLXSN16 E6E7 continúa acumulando daño en el ADN mientras 

que el porcentaje de micronúcleos disminuye para la línea HaCaT probablemente por la 

disminución de su viabilidad observada en ensayos anteriores. 
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Figura 9. a) Índice de división nuclear calculado en las líneas celulares HaCaT y HaCaT pLXSN16 

E6E7 luego de su tratamiento con 500 y 750 μM de H2O2 por 3 h, que muestra el comportamiento 

celular frente al efecto citotóxico. Test estadístico Two-way ANOVA: efectos principales: Línea celular, 

**; Dosis de H2O2, **** y efectos de interacción, ns. b) Porcentaje de micronúcleos en células 

binucleadas que evidencia la acumulación de daño genético. Ensayos realizados por duplicado, teniendo 

dos réplicas por punto. Test estadístico Two-way ANOVA: efectos principales: Línea celular, ***; Dosis 

de H2O2, **** y efectos de interacción, ***. Test de Bonferroni, ns: no significativo, **, p ≤ 0.01, ***, 

p ≤ 0.001, ****, p ≤ 0.0001, los valores “entre paréntesis” indican la significancia de cada punto respecto 

a su control. 

Ensayo cometa 

A partir de la diferencia significativa entre las dos líneas celulares en la acumulación de daño 

genético observada en el ensayo de micronúcleos, se evaluó la formación del daño primario 

producido en los queratinocitos tratados con 750 μM de H2O2 y su reparación en el tiempo. 

Como muestra la Figura 10 se observa un aumento significativo de daño genético 

inmediatamente luego de la exposición al agente durante 5 minutos con el agente (t0). Luego 

de este tiempo inicial, ambas líneas comienzan con la reparación del ADN de forma similar 

hasta que a los 30 minutos se observa una reparación más lenta de la línea HaCaT pLXSN16 

E6E7 en comparación a la línea control HaCaT la cual logra, a los 120 minutos post-

tratamiento, revertir el daño genético generado. 
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Figura 10. Gráfico de Olive Tail Moment de las líneas celulares HaCaT y HaCaT pLXSN16 E6E7 luego 

de su tratamiento con 750 μM de H2O2 por 5 minutos a lo largo del tiempo, que muestra la respuesta de 

reparación del daño genético generado. Ensayos realizados por duplicado, teniendo dos réplicas por 

punto. Test estadístico Two-way ANOVA: efectos principales: Línea celular, ****; Tiempo, **** y 

efectos de interacción, ****. Test de Bonferroni, ns: no significativo, ***, p ≤ 0.001 y ****, p ≤ 0.0001, 

los valores “entre paréntesis” indican la significancia de cada punto respecto a su control. 

Ensayo de citotoxicidad del ácido ascórbico (AA) 

Para evaluar el efecto antioxidante sobre la acumulación de daño genómico en el ADN ya 

determinado, se propuso trabajar con un scavenger bien conocido como el ácido ascórbico.  

Mediante el ensayo de resazurina se realizó una curva de viabilidad de las células control, 

HaCaT, al ser expuestas a dosis crecientes del ácido ascórbico por 24 horas (Fig. 11). Como 

puede observarse las células tratadas presentan porcentajes de viabilidad superiores al 75% en 

el rango de 1-1.000 µM de ácido ascórbico. La viabilidad cae bruscamente a la concentración 

de 10 mM del compuesto la cual ha sido considerada como dosis citotóxica (Terashima, 

Hosokawa, Yoshino, Yamaguchi, & Nakamura, 2013). A partir de este resultado se decidió 

continuar trabajando con la mayor dosis no tóxica de ácido ascórbico (1 mM), para asegurar la 

visualización del efecto antioxidante. 
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Figura 11. Gráfico del porcentaje de viabilidad celular de la línea celular HaCaT frente al agregado de 

concentraciones crecientes (0-10.000 µM) de ácido ascórbico. Ensayos realizados por duplicado, 

teniendo seis réplicas por punto. Test estadístico One-way ANOVA, test de Bonferroni, ns: no 

significativo, ****, p ≤ 0.0001. 

Ensayo de micronúcleos con pre-tratamiento con ácido ascórbico  

Al observar que el ácido ascórbico (AA) no resultaba tóxico para la línea celular control 

(excepto a la dosis más extrema utilizada) se decidió continuar evaluando su efecto scavenger 

sobre la acumulación de daño en el ADN ya observado previamente. De esta forma se eligió la 

mayor dosis evaluada de ácido ascórbico que no resultó ser perjudicial (1 mM) con el fin de 

asegurarnos observar su efecto antioxidante. Luego de realizar el pre-tratamiento de las células 

con este compuesto por 24 horas, se realizó el tratamiento con 500 μM de peróxido de hidrógeno 

por 3 horas, esta dosis fue elegida ya que en el ensayo de micronúcleos previamente realizado 

mostro diferencia en el porcentaje de MN para ambas líneas celulares respecto al control. De 

esta forma, en caso de que el AA tenga efecto en la acumulación de daño seria fácilmente 

detectable. 

A partir de los resultados obtenidos se realizó el cálculo del Índice de división nuclear para 

evaluar el estado proliferativo de cada línea celular y se realizó el recuento de MN en las células 

binucleadas (Fig. 12). 
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Figura 12. a) Índice de división nuclear calculado en las líneas celulares HaCaT y HaCaT pLXSN16 

E6E7 luego de su tratamiento con 500 μM de H2O2 por 3 horas, con pre-tratamiento de 1 mM de AA 

por 24 horas, y la combinación de los tratamientos. Test estadístico Two-way ANOVA: efectos 

principales: Línea celular, *; Tratamiento, **** y efectos de interacción, ns. b) Porcentaje de 

micronúcleos en células binucleadas en las mismas condiciones mencionadas. Test estadístico Two-way 

ANOVA: efectos principales: Línea celular, ns; Tratamiento, **** y efectos de interacción, ns. Test de 

Bonferroni, ns: no significativo, *, p ≤ 0.05,  ****, p ≤ 0.0001, los valores “entre paréntesis” indican la 

significancia de cada punto respecto a su control. 

El IDN no se ve afectado para ninguna de las condiciones evaluadas, particularmente en el caso 

de las células sin tratar y aquellas tratadas únicamente con peróxido de hidrógeno se observa el 

mismo comportamiento previamente observado. 

Por otro lado, en cuanto a la formación y acumulación de daño en el ADN, se observa una alta 

tasa de micronúcleos en el tratamiento con peróxido, mientras que el ácido ascórbico por sí solo 

no genera genotoxicidad. Cuando se realiza pre-tratamiento de las células con antioxidante y 

luego el tratamiento con peróxido se observa que el scavenger efectivamente revierte el daño 

generado para ambas líneas celulares. 

 

  



37 
 

Discusión 

Existe fuerte evidencia de que en la evolución hacia la carcinogénesis de cuello uterino, las 

células epiteliales infectadas por HPV de alto riesgo oncogénico sobre-expresan los genes 

virales de E6 y E7 promoviendo la proliferación celular descontrolada. La persistencia viral 

conduce a un estado de inflamación crónica estableciendo un microambiente oxidativo en el 

entorno de las células infectadas. Es así que, en el presente trabajo proponemos que la presencia 

de las oncoproteínas virales de HPV 16 sensibilizan a los queratinocitos humanos al daño 

producido por estrés oxidativo, inducido por peróxido de hidrógeno, y que mediante la 

incorporación de un antioxidante como el ácido ascórbico es posible prevenir la acumulación 

de daño en el ADN. 

La evaluación de la viabilidad de las células fue evaluada de forma indirecta mediante el ensayo 

de resazurina tras la exposición de las células a dosis crecientes de peróxido de hidrógeno. Los 

resultados obtenidos mostraron que aunque la viabilidad de las células transducidas con E6 y 

E7 disminuye, tienen una mayor resistencia que las células control. Es importante determinar 

que el método de resazurina seleccionado para evaluar la viabilidad celular no fue el más 

acertado dado que, al consistir en un ensayo basado en la reducción de resazurina a resorufina, 

y evaluar la incorporación de un agente oxidante al medio, esto podría subestimar el resultado 

obtenido. Por otro lado, si bien el ensayo de resazurina no muestra directamente la muerte 

celular, este evento fue evidenciado al microscopio acompañado de la pérdida de la morfología 

característica de estas células. Estos resultados son concordantes a lo obtenido por el grupo de 

investigación de Shim et al., 2005, donde observan que células que expresan la oncoproteína 

E7 de HPV 16 y son expuestas a peróxido de hidrógeno tienen menor tasa de apoptosis. Este 

hecho se puede adjudicar a que la expresión de las oncoproteínas virales de HPV de alto riesgo 

oncogénico tiene un rol central en el ciclo celular. Son capaces de inactivar puntos de control 

claves del ciclo, fundamentalmente E6 promueve la ubiquitinación de p53 para su degradación 

proteosómica (Martinez-Zapien et al., 2016) suprimiendo la apoptosis, mientras que E7 une a 

pRb para su ubiquitinación y degradación promoviendo la liberación del factor E2F que permite 

la expresión de los genes de fase S, induciendo la proliferación (Hwang et al., 2002). 

Por otro lado, las oncoproteínas además de proporcionar la inactivación de la apoptosis y el 

estímulo de proliferación celular, son capaces de participar en la reprogramación del ambiente 

celular preservando la viabilidad de las células. Por esto, frente a estímulos oxidativos E6 y E7 

regulan la actividad antioxidante, por ejemplo mediante el aumento de la enzima catalasa (Shim 
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et al., 2005) y suprimen la apoptosis inducida por estrés oxidativo con el fin de mantener la 

homeostasis celular. 

Al evaluar el estado redox intracelular de las líneas celulares tras el tratamiento con peróxido 

de hidrógeno, observamos que tanto las células transducidas con las oncoproteínas virales E6 y 

E7 como las células control presentaban una elevación en la formación de especies reactivas de 

oxígeno en los primeros 15 minutos de tratamiento, pasado este tiempo ambas líneas celulares 

comienzan la remoción alcanzando nuevamente su estado basal. Para la dosis de 750 μM la 

línea transducida con las oncoproteínas virales, en comparación a la línea HaCaT, eleva sus 

niveles de ERO respecto a su control a tiempo 0, de forma más significativa y alcanza su estado 

basal recién a los 180 minutos. Este resultado nos hace pensar en el paradigma redox que se ha 

establecido para la infección por HPV, donde se considera que las células infectadas por el virus 

logran adaptar su metabolismo y mantener la homeostasis celular frente a un ambiente oxidativo 

asociado a la propia infección (Foppoli et al., 2015). Considerando, que si bien las células 

infectadas por HPV generan un ambiente propicio para mantener la viabilidad celular frente a 

estímulos deletéreos como es el estrés oxidativo mediante el aumento de las defensas 

antioxidantes (como podría ocurrir para la dosis de 500 μM), estas defensas podrían no ser 

suficientes para modular el control redox en dosis elevadas del agente oxidativo (750 μM). De 

esta forma, nuestro resultado no concuerda con el obtenido por Shim et al., 2005, que determina 

el aumento de antioxidantes en la línea con E6 y E7, que en nuestro caso se tendría que haber 

evidenciado como una mejor modulación del estrés oxidativo inducido. 

La respuesta coordinada que posee la célula para hacer frente al daño inducido en el ADN se 

denomina respuesta celular al daño (o del inglés, DNA Damage Response o DDR). La DDR es 

capaz de detectar el ADN dañado, inducir la cascada de señalización, reclutar las nucleasas, 

helicasas, ligasas y polimerasas necesarias para pausar la progresión del ciclo celular y reparar 

las lesiones. Los Virus del Papiloma Humano pueden activar e inhibir diferentes aspectos de 

las vías de la DDR, por un lado permiten que las proteínas de esta maquinaria faciliten la 

replicación del genoma viral y por otro evitan el arresto del ciclo celular (Bristol et al., 2017). 

Las proteínas E1 y E2 de HPV son capaces de estimular la respuesta de la DDR en los sitios de 

replicación viral, permitiendo así el acceso de la maquinaria celular de replicación en estos 

sitios. También, al estimular esta respuesta se da el arresto del ciclo celular en fase S que 

beneficia la replicación del virus al tener mayor disponibilidad de la maquinaria de replicación. 

Sin embargo, a pesar de las señales de detención del ciclo inducidas por la respuesta de DDR, 
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la proteína E7 de HPV impulsa a las células a mantener el estado proliferativo ya que el HPV 

requiere células activas ciclando para poder replicarse. Esto resulta en efectos perjudiciales para 

las células tales como la inestabilidad genómica y daño en el ADN, que normalmente 

conducirían a la apoptosis de las células afectadas, sin embargo la expresión de E6 aumenta la 

tolerancia a estos efectos al inhibir directamente a proteínas de la maquinaria de DDR y 

promover la degradación de p53 (Wallace et al., 2014). 

Es por esto que la transformación celular a la malignidad está relacionada a la sobre-expresión 

de los genes virales E6 y E7 que conducen  a la inactivación de puntos de control del ciclo 

celular y son capaces de aumentar la inestabilidad genómica per se (Shukla et al., 2014). De 

esta forma, para determinar la posible inestabilidad genómica que podrían presentar las células 

HaCaT transducidas con los oncogenes virales, realizamos el análisis citogenético de esta línea 

y su control pudiendo determinar la ausencia de reordenamientos cromosómicos que pudieran 

incrementar el daño en el ADN posteriormente evaluado. 

Si bien la sobre-expresión de los oncogenes virales es el factor más importante en la 

carcinogénesis, se cree que el proceso inflamatorio por la infección viral persistente tiene un 

rol relevante en este proceso. Una de las principales especies reactivas de oxígeno generados 

durante la inflamación crónica es el peróxido de hidrógeno y como es característico de estos 

compuestos, altos niveles pueden inducir daño genotóxico. Por esto, en este trabajo evaluamos 

la acumulación de daño en el ADN a través del recuento de micronúcleos y la formación de 

daño primario mediante ensayo cometa tras el tratamiento con el agente oxidativo. 

El ensayo de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis permite valorar el daño en el ADN 

provocado por tratamientos clastogénicos o aneugénicos previo a la primera división celular 

post-tratamiento. A las 48 horas luego del tratamiento se determinó para la línea celular control 

un aumento en la formación de micronúcleos tanto para la dosis de 500 μM como para la de 

750 μM de peróxido de hidrógeno, sin embargo en esta última dosis el aumento no fue tan 

significativo lo que podría corresponder a una disminución de la viabilidad celular ya observada 

en el ensayo de resazurina (a 24 horas). Para la línea transducida con las oncoproteínas virales 

se observó el aumento significativo de la formación de micronúcleos en ambas dosis. Esto 

determina que la línea celular con E6 y E7 de HPV 16 no sólo resulta ser más resistente al 

agente oxidativo sino que puede sobrevivir acumulando más daño en el ADN, eventos 

fundamentales para la progresión de las células a la malignidad. Acorde a nuestros resultados, 

el trabajo de Wei et al., 2009, determinó una relación proporcional entre la expresión de los 
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oncogenes virales de HPV16  y el incremento de daño en el ADN frente a la exposición de las 

células a óxido nítrico, una potente especie reactiva de nitrógeno. Estas alteraciones podrían ser 

la base para el desarrollo de las alteraciones cromosómicas presentes en las infecciones por 

HPV de alto riesgo que contribuyen al desarrollo tumoral. 

El daño primario inducido por el agente oxidativo en las células fue evaluado mediante el 

ensayo cometa. Este ensayo no solo detecta la ruptura del ADN inducida en este caso con estrés 

oxidativo, sino que permite realizar el seguimiento de procesos celulares como la reparación 

del ADN. Como ya hemos mencionado, la expresión de las oncoproteínas E6 y E7 de HPV de 

alto riesgo oncogénico también produce alteraciones en los sistemas de reparación del ADN. 

Los resultados obtenidos muestran que las células transducidas con las oncoproteínas no logran 

revertir en su totalidad el daño generado a los 120 minutos post-tratamiento, mientras que las 

células control vuelven a su estado basal. Esta escasa actividad de los sistemas de reparación 

observada en la línea que expresa E6 y E7 podría ser la causa de la acumulación de daño 

observado en el ensayo de micronúcleos. 

Por tanto, podemos sugerir que la alteración de la cinética de remoción del daño del ADN, la 

acumulación de daño genético y la capacidad de mantener la viabilidad celular que otorgan las 

oncoproteínas virales a las células infectadas expuestas a estrés oxidativo, provocan que las 

células continúen proliferando aun estando dañadas. 

Con el fin de evitar el daño de los componentes celulares por especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno, en condiciones normales, actúan las enzimas y moléculas antioxidantes, como por 

ejemplo el ácido ascórbico. Sin embargo en condiciones de estrés oxidativo estas defensas 

pueden verse sobrepasadas y no conseguir el efecto deseado. Varios ensayos han demostrado 

la deficiencia de los sistemas antioxidantes en mujeres con cáncer de cuello uterino, mientras 

que la suplementación dietética de ácido ascórbico podría reducir el riesgo de lesiones de alto 

grado en mujeres con infecciones por HPV de alto riesgo oncogénico (Hwang et al., 2010). 

Propusimos trabajar con el ácido ascórbico, un reconocido antioxidante, y previo a determinar 

su acción determinamos si tenía efecto citotóxico en nuestra línea control HaCaT. Para esto 

utilizamos el método de resazurina para determinar la dosis óptima de trabajo. Nuevamente 

destacamos que no fue el mejor método para aplicar ya que evalúa el efecto redox intracelular 

en un cultivo al que le fue incorporado un antioxidante, de esta forma nuestro resultado podría 

verse sobre-estimado. La debilidad de este tipo de métodos en estas condiciones ya ha sido 

determinada por otros grupos de investigación, por su parte Chakrabarti et al., 2000 demostró 
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que el ácido ascórbico es capaz de reducir MTT a formazan de forma dosis dependiente y Natto 

et al., 2012 determinó que la presencia de ácido ascórbico a altas concentraciones (0,2-1 g/L) 

en medios de cultivo pueden reducir rápidamente la resazurina a resorufina. 

Para determinar si el ácido ascórbico era capaz de revertir el efecto dañino del peróxido de 

hidrógeno, realizamos un pre-tratamiento de las líneas celulares con esta vitamina y luego el 

tratamiento oxidativo, evaluando el efecto en la formación de micronúcleos. Determinamos que 

el ácido ascórbico tiene una alta eficiencia en la remoción del peróxido de hidrógeno y del estrés 

oxidativo generado por éste. De esta forma se evitó la acumulación de daño tanto en la línea 

celular HaCaT como en HaCaT transducida con E6 y E7 y ambas se comportaron como sus 

respectivos controles sin tratamiento. 

Considerando el papel de la inflamación crónica en esta enfermedad, la incorporación de 

compuestos antioxidantes en la dieta de mujeres con infecciones persistentes por HPV de alto 

riesgo y con lesiones establecidas, pudieran constituir estrategias preventivas y terapéuticas 

para el cáncer de cuello uterino. Si bien habría que realizar más ensayos en cuanto a la remoción 

de daño mediante el uso de antioxidantes nuestros resultados pueden sugerir una posible terapia 

paliativa del efecto perjudicial que tendría la respuesta inflamatoria del huésped en la infección 

por Virus del Papiloma Humano de alto riesgo oncogénico. 
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Conclusión 

Los estudios realizados en las últimas décadas han permitido una mayor comprensión de las 

funciones de los oncogenes virales, y un conocimiento más detallado del desarrollo de la 

infección del HPV. Actualmente se propone que la expresión de las proteínas virales no sería 

suficiente para el desarrollo del cáncer, siendo la infección persistente por HPV de alto riesgo 

oncogénico el factor más significativo y la inflamación crónica establecida un cofactor 

importante para la carcinogénesis. 

Un mayor entendimiento de la relación existente entre la expresión de las proteínas E6 y E7 de 

HPV y la sensibilización de las células huésped al daño inducido en el ADN por agentes 

oxidantes que puedan derivar en carcinogénesis, permitiría desarrollar nuevas estrategias para 

la prevención del cáncer de cuello uterino. 

Teniendo en cuenta los efectos de las proteínas E6 y E7 de HPV de alto riesgo sobre los 

procesos celulares y los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede determinar una 

correlación entre la inducción de lesiones oxidativas a nivel molecular, con el incremento de 

acumulación de daño y mayor resistencia en líneas celulares de queratinocitos humanos que 

expresan las proteínas E6 y E7 de HPV16, eventos que se asocian con el desarrollo tumoral.  

El evidente incremento y acumulación de daño genético en dichas líneas celulares, llevó a la 

búsqueda de una dosis del reconocido antioxidante ácido ascórbico, para contrarrestar el daño 

a nivel genético producido por la acumulación de las lesiones oxidativas inducidas en células 

portadoras de las proteínas E6 y E7 de HPV16. 

De esta manera los resultados obtenidos podrían sugerir una posible terapia paliativa del efecto 

perjudicial que tendría la respuesta inflamatoria del huésped en las infecciones por HPV de alto 

riesgo, lo cual permitiría establecer una estrategia de tratamiento antioxidante en pacientes 

portadoras de HPV asociados con el carcinoma de cuello uterino para disminuir la probabilidad 

de transformación celular. 

  



43 
 

Perspectivas 

Con el fin de complementar los ensayos realizados en el presente trabajo hemos propuesto la 

validación del ensayo de viabilidad celular mediante otros estudios como la cuantificación 

celular utilizando azul de tripano, o determinar específicamente la proliferación celular por  

métodos que incluyan nucleótidos análogos modificados que se intercalan en el ADN como el 

método de bromodesoxiuridina. Sería interesante también poder estudiar si existe efectivamente 

una inhibición de la apoptosis en queratinocitos que expresan las oncoproteínas virales 

mediante técnicas de citometría de flujo utilizando Anexina V. 

Por otro lado, como observamos una disminución de la reparación de daño primario en el ADN 

mediante el ensayo cometa que conduce a la acumulación del mismo (observado con el ensayo 

de micronúcleos) cuando las células con E6 y E7 de HPV fueron expuestas al peróxido de 

hidrógeno, es de nuestro interés determinar la expresión de genes de enzimas de reparación 

mediante la técnica Real Time PCR. 

Finalmente como hemos observado, la incorporación del ácido ascórbico en los cultivos 

celulares previo a la inducción de estrés oxidativo disminuye la acumulación de daño en ambas 

líneas celulares. Sin embargo para determinar que este antioxidante influye en la sensibilización 

que otorga la presencia de E6 y E7 en las células, es necesario evaluar el efecto del ácido 

ascórbico sobre el tratamiento con la dosis de 750 μM de peróxido de hidrógeno y determinar 

si revierte la acumulación de daño en estas condiciones. 

Con estos ensayos determinaríamos que la expresión de las oncoproteínas de HPV de alto riesgo 

oncogénicos sensibilizan a las células frente a la inducción de lesiones oxidativas, modulan los 

sistemas de reparación conduciendo a la acumulación de daño y otorgan la capacidad de 

continuar proliferando contribuyendo de esta forma a la transformación celular y desarrollo 

tumoral. 
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