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celular
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Human papillomavirus E7 oncoprotein and its
role in the cell transformation

Human papillomavirus (HPV) genome codifies proteins with oncogenic
activity, such as E7. Due to its structural characteristics, the E7 protein
may interact with a great variety of cellular proteins. Some of these pro-
teins act as cell-cycle regulators and other proteins function as transcrip-
tion factors. These interactions play an important role in the induction
of mitogenic pathways, in G1/S progression, and the inhibition of cel-
lular differentiation, which increases chromosomal instability. The aim of
this study is to describe the interactions of HPV E7 protein with different
cellular proteins, and their contribution in the development of cervical
cancer.
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1 virus de papiloma humano (VPH) se con-

sidera el agente de transmision sexual mas

comun en todo el mundo. Multiples estudios
han asociado la infeccion causada por el VPH con el
desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU) y lo han
considerado como el principal factor etioldgico de este
tipo de céncer.'? La prevalencia del VPH en poblacion
abierta varia de manera importante en distintas partes
del mundo, desde 1.4 % hasta 25.6 %.> Estos valores
se incrementan en mujeres con alteraciones neoplasi-
cas y cancer.!# De hecho, més del 90 % de los casos de
CaCU estan relacionados con la presencia del VPH.!?

Los papilomavirus humanos han sido agrupados
de acuerdo con su asociacion con lesiones benignas o
con tumores malignos, en virus de bajo y alto riesgo,
respectivamente. Dentro de los VPH de alto riesgo se
encuentran los tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52,
58, 59, 67, 68 y 70, entre los cuales los tipos 16 y 18
son los de mayor prevalencia en lesiones malignas
de cérvix. Por otro lado, los tipos 6, 11, 13, 44 y 74
se consideran de bajo riesgo, ya que generalmente se
encuentran asociados a lesiones benignas.?*

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae,
que incluye virus relativamente pequefios, sin envol-
tura, con diametro de 55 nm. Tienen una capside ico-
sahédrica formada por 360 copias de la proteina L1y
12 copias de la proteina L2, que se organizan en 72
capsomeros.’

El genoma del VPH es una molécula circular de
ADN de doble cadena que esta dividida en tres regio-
nes: una region reguladora no codificante, que abarca
cerca del 10 % del genoma y se denomina region larga
de control (LCR; long control region); la region de
genes de expresion temprana (E; early), denominados
asi porque codifican las proteinas no estructurales E1,
E2, E4, E5, E6 y E7, que se expresan al inicio de la
infeccion y estan involucradas en la regulacion de la
replicacion viral y en la oncogénesis; por ultimo, se
encuentra la region que contiene los genes de expre-
sion tardia (L; late), que codifica las proteinas estructu-
rales L1y L2, las cuales constituyen la cépside viral.®
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El genoma del virus de papiloma humano (VPH) codi-
fica proteinas con actividad oncogénica, entre las que
se encuentra la E7. Las caracteristicas estructurales
de la proteina E7 le confieren la capacidad de inte-
ractuar con una amplia gama de proteinas celulares,
algunas de las cuales actian como reguladores del
ciclo celular y otras como factores de transcripcion. A
través de estas interacciones, la proteina E7 induce

El potencial oncogénico de los VPH de alto riesgo
reside en las oncoproteinas E6 y E7, que son las res-
ponsables de perturbar el control del ciclo celular y de
iniciar la serie de alteraciones asociadas con la trans-
formacion celular.”®

La expresion de los oncogenes virales puede
ser regulada por proteinas celulares y por proteinas
codificadas por el virus, como la proteina viral E2,
que actua como factor transcripcional. La proteina
E2 forma homodimeros que reconocen de manera
especifica las secuencias palindromicas ACCGNN-
NNCGGT, localizadas en la LCR del genoma viral;
su union a este sitio induce la transcripcion de E6 y
E7.%10 Algunas proteinas celulares pueden favorecer
la transcripcion de genes virales, como es el caso de
la proteina H-ras, que incrementa la transcripcion de
los oncogenes E6y E7.!!

Las oncoproteinas virales interactian con diver-
sas proteinas que regulan la expresion genética y
afectan el control del ciclo celular. Dada la impor-
tancia de la proteina E7 del VPH tipo 16 (el tipo mas
frecuente en los tumores malignos de cérvix), en esta
revision se describirdn sus caracteristicas estructu-
rales y funcionales mas importantes y su papel en la
oncogénesis.

El gen E7 del VPH tipo 16 codifica para una
fosfoproteina nuclear dcida de 98 aminodcidos. La
proteina E7 posee similitud estructural y funcional
con las proteinas transformantes E1A de adenovirus
y el antigeno T de los poliomavirus.'>!3 La proteina
E7 posee tres regiones conservadas (RC1, RC2 y
RC3), nombradas asi por su similitud en secuencia
de aminoacidos con la proteina E1A de adenovirus.
La RC1 de E7 esta constituida por los residuos 1-15
del extremo aminoterminal. La RC2 estad formada
por los residuos 16-38 y contiene el motivo LXCXE,
que establece interacciones de alta afinidad con la
proteina de retinoblastoma (pRb).'* Finalmente
la RC3 esta constituida por los residuos 39-98 del
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la progresion del ciclo celular de la fase de reposo
(G1) a la de sintesis (S), la iniciacion de la mitosis
y la inhibicion de la diferenciacion celular; ademas,
esta proteina genera inestabilidad cromosémica. La
presente revision tiene como finalidad describir las
interacciones de la proteina E7 del VPH con diferen-
tes proteinas celulares, asi como su contribucion al
desarrollo del cancer cervical.

extremo carboxilo terminal; esta region contiene dos
motivos CXXC, los cuales forman una estructura de
dedo de zinc, lo que le permite actuar como factor de
transcripcion.!-10

La proteina E7 es estructuralmente dindmica, es
decir, sufre transiciones conformacionales que le per-
miten establecer una serie ordenada de asociaciones
con distintas proteinas que participan en el control
del ciclo celular. El extremo N-terminal es el que le
confiere plasticidad conformacional a la oncoproteina
E7 y el que establece contacto con otras proteinas.!”-1®
Estas propiedades de transicion y plasticidad de E7
juegan un papel clave en su capacidad para interferir
con diferentes procesos celulares y de esa forma ini-
ciar la transformacion maligna.

Uno de los procesos que dan origen a la transfor-
macion celular es la inhibicion de pRb por la proteina
E7 de los VPH de alto riesgo.'? La proteina pRb man-
tiene un bajo control del ciclo celular, ejerciendo una
accion supresora sobre el factor de transcripcion E2F,
que cuando se encuentra libre promueve la expresion
de numerosos genes involucrados en la progresion de
la fase G1 ala fase S del ciclo celular. La proteina pRb
se une a E2F y forma un complejo (pRb/E2F) que man-
tiene secuestrado este factor de transcripcion durante
la fase G1 del ciclo celular (figura 1). La interaccion
de E7 con pRb conduce a la disociacion del complejo
pRU/E2F, a la degradacion subsecuente de pRb y a la
activacion prematura de E2F, lo que motiva que se
encienda la transcripcion de numerosos genes requeri-
dos por la célula para entrar a la fase S. Entre los genes
activados por E2F se encuentran los que codifican las
ciclinas A y E y las cinasas dependientes de la ciclina
(CDK?2). Las ciclinas son proteinas que regulan la tran-
sicion entre distintas fases del ciclo celular debido a su
funcion como factores de activacion de cinasas.?

Se ha descrito que la proteina E7 es capaz de indu-
cir el marcaje de proteinas con ubiquitina al interac-
tuar con culina 2, una proteina que forma parte del
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complejo ubiquitin-ligasa. La union de E7 con culina
2 promueve una ubiquitinacion atipica de las proteinas
de la familia de retinoblastoma (pRb, p107 y p130), lo
que conduce a su degradacién en el proteasoma.?!-4
No solo la proteina E7 de los VPH de alto riesgo

pefia un papel importante en el control de la mitosis y
en la proliferacion celular.?”

Otro blanco fundamental de la oncoproteina E7 de
los VPH de alto riesgo es la proteina Cdc25A. Esta es
una tirosin-fosfatasa que se requiere para la transicion

se une a los miembros de la familia de retinoblas- de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. La Cdc25A
toma; también la proteina E7 de VPH de bajo riesgo remueve los grupos fosfato que mantienen inhibida la
es capaz de asociarse con pRb y p130, lo cual provoca cinasa dependiente de las ciclinas (CDK2), lo que le
un decremento de involucrina, que es un marcador de  permite entonces formar complejos de activacion con
diferenciacion celular, aunque, la afinidad de E7 con las ciclinas A y E.2%% La proteina E7 del VPH tipo
pRb es 10 veces mayor en los VPH de alto riesgo que 16 puede actuar sobre el promotor del gen que codi-
en los de bajo riesgo.?’ fica Cdc25A para inducir su transcripcion y aumentar

Los cambios en el proceso de diferenciacion de las  los niveles de la proteina®® o puede asociarse y activar
células infectadas con VPH son resultado de la uniéon  directamente a la proteina Cdc25A o a los complejos
de E7 con las proteinas de retinoblastoma, pero tam-  ciclina A/Cdk2 y ciclina E/Cdk2, por medio de sitios de
bién de la actividad de la cinasa CKIL?® que desem- union diferentes a los que utiliza para unirse a pRb.30-3!
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Figura 1 Papel de la proteina E7 en la alteracion del ciclo celular. La proteina E7 inhibe la formacion de complejos entre
pRb y E2F o disocia los complejos pRb/E2F previamente formados (1). La proteina pRb permanece unida a E7 y es
marcada con ubiquitina para ser degradada en el proteasoma (2). La liberacién del factor de transcripcion E2F activa la
transcripcion de genes que promueven el inicio de la fase S del ciclo celular (3). Entre estos se encuentran los genes
de ciclinas y de las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) (4). Estas cinasas promueven la fosforilacion de numerosos
reguladores del ciclo celular, incluyendo la pRB, que es inhibida (5). La inactivacion de pRB por fosforilacion refuerza la
liberacion del factor de transcripcion E2F y cierra el ciclo de progresion hacia la fase S. La E7 puede activar los comple-
jos ciclinas Ay E/CDK2, ya sea por una interaccion directa con ellos (6) o mediante la activacion de la fosfatasa Cdc25A
que desfosforila a CDK2 y la reactiva (7). La E7 también disocia los complejos formados por los represores p21cip1 y
p27kip1, que mantienen secuestrado a CDK2 durante la fase G1 (8); por lo tanto, se incrementa la disponibilidad de esta
cinasa. La union de E7 con p21 y p27 promueve su degradacion en el proteasoma. Las lineas punteadas indican la ac-
tividad de una proteina sobre otra; las lineas continuas indican los efectos. Los procesos de promocién se sefialan con
flechas (—), los de inhibicion terminan en lineas cortadas. La zona sombreada indica los mecanismos que predominan
en la fase de reposo G1 y la zona clara los que inducen el ingreso a la fase 5.
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La E7 también puede inhibir otros factores invo-
lucrados en la regulacion del ciclo celular, lo cual
incluye las proteinas p21¢P!y p275iPl que reprimen
la accién de Cdk2.3233 Todo esto concuerda con la
activacion atipica de Cdk2 en células que expresan la
proteina E7 del VPH tipo 16; esta activacion conduce
a la induccion aberrante de centrosomas supernume-
rarios y a la aneuploidia. La induccion de anormali-
dades en los centrosomas mitoticos se lleva a cabo,
en parte, por la asociacion de E7 con la tubulina-
gama, el regulador del centrosoma, y por la altera-
cion concomitante del ensamblaje de tubulina-gama
en los centrosomas, que conducen a la inestabilidad
cromosomal.?*

Otro represor transcripcional inactivado por E7
es el factor E2F6, un miembro de la familia de los
factores E2F que regula la fase-S.3° Este factor actiia
como represor independiente de las proteinas de
retinoblastoma.?-3¢ La abundancia de E2F6 parece
ser menor en células infectadas con VPH o que
expresan E7.3

Como se menciono anteriormente, la proteina E7
del VPH disocia los complejos pRb/E2F, que mantie-
nen reprimido al factor transcripcional E2F durante la
fase G1, pero, una vez disociado, E2F juega un papel
critico en la transcripcion de genes que promueven la
progresion del ciclo celular.

La proteina E7 también interactiia con otras protei-
nas reguladoras de la transcripcion, como las proteinas
de unidn a caja TATA (TBP) y los factores de trans-
cripciéon AP-1y c-Myec. La interaccion de E7 con estos
factores de transcripcion contribuye con el proceso de
transformacion maligna.

El factor transcripcional API representa, junto
con la proteina viral E2, un factor clave, aunque no
Unico, para la induccion de la transcripcion de los
genes virales £6 y E7. La LCR de los VPH de alto
riesgo tiene dos sitios de uniéon a AP1, uno locali-
zado en el potenciador (enhancer) y otro en la region
promotora, ademds de sitios de union a otros factores
transcripcionales. La inhibicién de la interaccion de
AP1 a la LCR reduce la expresion de las proteinas
E6 y E7, y la transformacion maligna de las células
infectadas con VPH.37-3

La proteina E7 puede interactuar con el factor de
transcripcion AP-1 a través de su dominio tipo “dedo
de zinc”, modulando, entre otras moléculas, la expre-
sién de N-caderina, via MEK-ERK.40

También se ha identificado que la expresion de E7
provoca un incremento en los niveles de c-Myc. La
proteina c-Myc es un factor transcripcional clave en
la progresion del ciclo celular, su proliferacion, meta-
bolismo, transformacién y apoptosis.*!**3 La proteina
c-Myc es capaz de interactuar y formar complejos
especificos con E7 del VPH tipo 18, promoviendo la
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union de esta proteina al ADN y aumentando la acti-
vidad de transactivacion de c-Myc. Se ha reportado
recientemente que la capacidad de union de Myc al
promotor de la transcriptasa inversa de la telome-
rasa aumenta conforme aumenta la concentracion de
E7, y que la proteina E7 del VPH 16 coopera con
la proteina c-Myc para inmortalizar queratinocitos
humanos.** Los resultados encontrados muestran
la importancia del efecto de la interaccion E7/c-Myc
sobre diversas vias celulares que tienen gran impor-
tancia en el desarrollo tumoral.

Como se describe previamente, la oncoproteina
E7 es necesaria para la induccion y el mantenimiento
de la transformacion maligna; el desarrollo de vacu-
nas terapéuticas contra el CaCU ha representado
un reto en la investigacion del cancer. Uno de los
esfuerzos se ha enfocado en el desarrollo de vacunas
capaces de inducir una respuesta inmune especifica
contra las células tumorales. La oncoproteina E7 ha
representado un blanco ideal para el desarrollo de
inmunoterapias mediadas por linfocitos T-citotoxi-
cos. Dado que la proteina E7 es un inductor pobre
de la respuesta T citotoxica, se estan desarrollando
diferentes estrategias en el desarrollo de vacunas que
generen mejores respuestas, como el uso de proteinas
quiméricas con epitopes de la proteina E7 acopladas
a nanoparticulas; la fusién de E7 con una subunidad
de la toxina de ricino, o bien el desarrollo de particu-
las semejantes a virus (VLP, por su siglas en inglés)
también han representado una estrategia de vacuna-
cion segura y ambas se han realizado.*¢-48

Recientemente mediante analisis protedmico, se
identifico la interaccion de diversas proteinas celula-
res con E7 de 17 tipos distintos de VPH. Este estu-
dio demostro interacciones conservadas entre UBR4/
p600 y E7 de los distintos tipos de VPH, mientras
que ENCI se une especificamente a E7 de VPH 18 y
VPH 45, ambos del género alfa especie.*’

Conclusiones

La oncoproteina E7 de los VPH de alto riesgo ha sido
ampliamente estudiada debido a sus implicaciones
en el desarrollo del cancer cervical. La importancia
de la E7 se confirma por el hecho de que su expresion
es constante en la mayoria de los tumores malignos
positivos al VPH. La flexibilidad estructural de E7 la
hace capaz de unirse a distintas proteinas que actuan
como reguladores transcripcionales, activando o
reprimiendo genes cuyo efecto bioldgico sera refle-
jado en procesos celulares que contribuyen al desa-
rrollo de la transformacion maligna. Este importante
papel de E7 en la patogénesis de la infeccion por
VPH y en la oncogénesis la convierte en el blanco de
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estrategias terapéuticas para combatir el cancer. En
la actualidad se estudian diferentes formas de inhi-
bir la funcién de la proteina E7 y es probable que a
mediano plazo se encuentren algunos agentes tera-
péuticos que inhiban sus efectos en los pacientes con
cancer cervicouterino.
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