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Apoptosis modulation by human papillomavirus

One of the most important processes to keep the homeostasis in organ-
isms is the apoptosis, also called programmed cell death. This mecha-
nism works through two pathways: The intrinsic or mitochondrial, which
responds to DNA damage and extern agents like UV radiation; and the
extrinsic or receptor-mediated, which binds to their ligands to initiate the
apoptotic trail. The evasion of apoptosis is one of the main causes of
cellular transformation to malignity. Many viruses had shown capacity to
modify the apoptotic process; among them is the human papillomavirus,
which, by means of its oncoproteins, interferes in pathways, reacting with
the receptors and molecules and participating in the death mechanism.
This creates ideal conditions for cancer development.

Keywords Palabras clave
Apoptosis  Apoptosis
Papilomavirus humano

Neoplasias del cuello uterino

Human papillomavirus
Uterine cervical neoplasms

S200

Aceptado: 15/05/2015

El proceso de apoptosis

La evasion de la apoptosis (muerte celular programada)
es uno de los eventos cruciales que una célula desarro-
lla durante su proceso tumorigénico. Dia con dia surgen
nuevas evidencias que corroboran la estrecha relacion
entre alteraciones en la apoptosis y el desarrollo del can-
cer. La palabra apoptosis deriva del griego apd, que sig-
nifica separacion o derivacion, y ptosis, que quiere decir
caida. Este término se utilizaba en la antigua Grecia para
describir la caida de las hojas de los arboles en el otofio.
Con esta expresion se resalta el cardcter fisiologico de
la apoptosis, ya que implica que para que un organismo
funcione adecuadamente, no solo debe tener la capaci-
dad de producir nuevas cé€lulas, sino también la habili-
dad de eliminarlas. En contraste con la necrosis, la cual
puede provocar una reaccion inflamatoria, la apoptosis
remueve las células de una manera silenciosa y paulatina
sin inducir inflamacion. El proceso apoptdtico puede ser
dividido en tres etapas: 1) iniciacion, en la cual la célula
recibe el estimulo que la conduce a la muerte; 2) ejecu-
cion, que es cuando ocurre la mayor parte de los cambios
morfologicos y bioquimicos caracteristicos de la apop-
tosis y 3) eliminacion, en la cual los restos celulares son
fagocitados por macréfagos y células adyacentes.!

Vias de induccion de la apoptosis

La induccién a la apoptosis esta mediada principal-
mente por dos mecanismos: 1) por la activacion de
“receptores de muerte” en las células blanco, denomi-
nada via extrinseca, y 2) por cambios en la mitocondria
que culminan en la formacion y activacion del apop-
tosoma, via conocida como intrinseca o mitocondrial.?

En la via extrinseca, la sefial proapoptotica es des-
encadenada por la unién de un receptor de muerte con
su ligando. Los primeros incluyen un grupo de molé-
culas de superficie celular de la superfamilia de recep-
tores del factor de necrosis tumoral (TNF), como por
ejemplo TNFR-1, CD95/Apo-1/Fas y TRAIL-R (TNF
related apoptosis inducing ligand-receptor), los cuales
se unen a sus respectivos ligandos, TNF-alfa, CD95L
y TRAIL, expresados principalmente en la superfi-
cie de los linfocitos T citotoxicos.! Esta subfamilia de
receptores TNF esta caracterizada por tener un dominio
intracelular denominado dominio de muerte (DED). Al
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Uno de los procesos mas importantes para el manteni-
miento de la homeostasis en el organismo es la apopto-
sis, también denominada muerte celular programada.
Este mecanismo funciona por medio de dos vias: la
intrinseca o mitocondrial, que responde a dafos al
ADN y a agentes externos, como la radiacion UV; y
la extrinseca o mediada por receptores, los que se
unen a sus ligandos para iniciar la cascada apoptética.

ser activados los receptores por la unién con sus ligan-
dos, el DED atrae proteinas adaptadoras intracelulares,
sobre todo a la FADD (fas-associated death domain), la
cual se encarga de reclutar la procaspasa 8. El complejo
de proteinas resultantes se llama DISC (death inducing
signaling complex);? la formacién del DISC permite la
escision de la procaspasa 8, la cual al ser cortada se
activa (caspasa 8) y a su vez activa a las procaspasas
3y 7. Estas tltimas caspasas son denominadas efecto-
ras, ya que se unen a diferentes sustratos diana, dentro
de los cuales se incluye la proteina poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP), la cual es una enzima nuclear que
detecta la aparicion de roturas en el ADN. La caspasa 3
escinde la PARP en dos fragmentos, uno de 24 kDa y
otro de 89 kDa, eliminando de ese modo la capacidad
de la PARP para funcionar en la reparacion del ADN y,
por consiguiente, provocando la acumulacion de dafios
en este, lo que promueve atin mas la apoptosis.*

Por su parte, la via intrinseca puede ser inducida
por una amplia gama de sefales, entre las que se inclu-
yen la radiacion, farmacos citotoxicos, estrés celular y
la falta de citocinas o factores de crecimiento. Esta via
estd finamente regulada por la accion concertada de
muchas moléculas, incluidos miembros de la familia
BCL-2, los cuales actiian como agentes proapoptoti-
cos (proteinas con dominios BH3) y antiapoptoticos
(Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1, Bfll/A-1, y Bcl-B).?
Las interacciones entre estas proteinas controlan el
proceso de liberacion del citocromo C del interior de
la mitocondria, lo cual va precedido de pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y desestabiliza-
cién de la membrana externa de la mitocondria. La
permeabilizacion de la misma se considera como el
“punto de no retorno” en la muerte por apoptosis. En
el citosol, el citocromo C se une al Apaf-1 y en pre-
sencia de dATP o ATP, se forma el complejo cono-
cido como apoptosoma, el cual recluta y activa a la
caspasa 9, la que a su vez es capaz de activar a las
caspasas efectoras (caspasas 3, 6y 7) (figura 1).!
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La evasion de la apoptosis es una de las principales
causas de transformacion celular hacia la malignidad.
Muchos virus han mostrado capacidades para modifi-
car el proceso apoptotico, entre ellos el VPH, el cual
interfiere por medio de sus oncoproteinas en ambas
vias y reacciona con los receptores y las moléculas
que participan en el mecanismo de muerte y crea con-
diciones propicias para el desarrollo del cancer.

La via intrinseca juega un papel sumamente impor-
tante en la respuesta a la terapia contra el cancer, ya
que se ha observado la sobreexpresion de miembros
antiapoptoticos de la familia BLC-2 en varios tipos de
céancer en humanos resistentes a quimioterapia.’

Entre los factores que pueden inhibir el proceso
de apoptosis se encuentran aquellos que interfieren
directamente con la activacion de los receptores de
muerte, o bien, los que actian de manera indirecta,
provocando una respuesta intracelular que altera la
cascada de sefalizacion apoptotica. Muchos virus,
incluyendo el virus de papiloma humano (VPH), han
desarrollado estrategias para bloquear la apoptosis. La
capacidad de persistencia del VPH en el huésped por
largos periodos de tiempo sin ser eliminado, da fe de
la sofisticacion de sus mecanismos de evasion.

Virus de papiloma humano y cancer

El alto porcentaje de ADN viral presente en los tumores
cervicales y la presencia de ARN mensajero y proteina
de los oncogenes virales E6 y E7 en tumores y lineas
celulares derivadas de carcinomas cervicales han eviden-
ciado la importancia del VPH en la patogenia del cancer.
Asimismo, se ha demostrado que los oncogenes virales
del VPH 16 o 18 son capaces de inmortalizar cultivos
primarios de queratinocitos humanos y que el cultivo por
periodos prolongados de estas células da origen a clonas
malignas. Por lo anterior, hoy es ampliamente aceptada la
asociacion entre el cancer cervical y, mas recientemente,
la del cancer oral con la infeccion de VPH de alto riesgo.”
Entre los canceres asociados al VPH, el cancer cervicou-
terino (CaCU) es una de las principales causas de muerte
en la poblacion femenina en paises en vias de desarrollo.
En México, el CaCU es la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres. La infeccion con VPH se considera
un factor necesario y predisponente para el desarrollo
de CaCU. El ciclo bioldgico del virus comienza con
una infeccion de las células de la capa basal del epitelio
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Figura 1 Mecanismos de regulacion de la apoptosis mediados por las oncoproteinas virales. Se muestran algunos de los mecanismos an-
tiapoptéticos en los cuales participan las oncoproteinas virales, independientes de la modulacién de p53 y pRB. La E5 modula la via extrin-
seca a nivel de los receptores de muerte y la formacién del complejo DISC; por otro lado, regula la via intrinseca, induciendo la degradacion
de BAX por medio de la activacion de EGFR. La E6 regula igualmente ambas vias; la extrinseca impide la formacion del DISC, induciendo
a la proteina antiapoptética clAP y estimulando la degradacion de FADD y de la pro-caspasa 8. La via intrinseca la modula induciendo la
degradacién de BAK por medio de ubiquitinizacion. En el caso de la E7, las actividades antiapoptéticas de esta proteina las realiza median-
te la induccion de clAP e impidiendo la activacion de la caspasa 8.
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cervical. Se postula que el virus alcanza la capa basal
del tejido epitelial mediante microabrasiones. Una vez
que el genoma viral ha ingresado a la célula, es trans-
portado al nucleo y se establece con un ntimero deter-
minado de copias virales por célula. El ciclo replicativo
del VPH sigue estrictamente el programa de diferencia-
cion de la célula huésped. Asi, el desarrollo del cancer
cervical seguird una serie de pasos, iniciando con la
transmision del VPH, la persistencia viral, la progre-
sion de células infectadas precancerosas y por ultimo la
invasion.®

Modulacion de la apoptosis por la E5

El papel de 1a oncoproteina viral £5 del VPH no ha reci-
bido mucha atencion debido a que el marco de lectura
abierto de ES es destruido a menudo, cuando el genoma
del VPH se integra en el ADN de la célula huésped.
El gen E5 juega un papel importante en la tumorigé-
nesis, ya que se ha demostrado que su introduccion en
fibroblastos no tumorigénicos tiene un efecto transfor-
mante, el cual provoca la formacion de colonias en agar
blando. Del mismo modo, £5 aumenta la eficiencia de
inmortalizacion de £6 y E7 en queratinocitos huma-
nos.’ En efecto, antes de la integracion del ADN viral,
cuando el genoma del VPH es episomal, el ARNm viral
més abundante es el que codifica para la proteina £5.10
Lo anterior sugiere que en estadios tempranos la pre-
sencia de esta proteina es de suma importancia para la
modulacion de los eventos celulares que le permiten al
virus cumplir su ciclo de vida.

La E5 emplea diversos mecanismos que tienen el
potencial para contribuir en la transformacion maligna
de una célula. Se ha descrito que puede modular la via
de sefalizacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), el cual regula la transcripcion
génica y modula procesos importantes, como la pro-
liferacion celular, la angiogénesis, la invasion tumo-
ral y la metastasis. La proteina £5 forma un complejo
estable con el receptor EGFR, induciendo de ese modo
la dimerizacion del receptor y su activacion; una vez
activa la via de EGFR, induce la ubiquitinizacion de
Bax y su degradacion por el proteasoma. Lo anterior
trae como consecuencia la inhibicién de la via intrin-
seca de la apoptosis.'! Mediante este mecanismo, se
ha descrito que la E5 impide la apoptosis inducida
por perdxido de hidrogeno, el cual forma parte de las
estrategias que utilizan las células del sistema inmune
en nuestra defensa.

Se ha descrito que tumores cervicales con infeccion
de VPH presentan niveles de expresion del receptor
CD95 disminuidos, lo que conlleva a una apoptosis
deficiente.'? Es posible que la causa de esta accion se
deba también a la proteina EJ5; al respecto, estudios
in vitro han demostrado que la introduccion exdgena
de E5 del VPH-16 en queratinocitos reduce la expre-
sién de CD95, lo cual incrementa la resistencia de las
células a la apoptosis mediada por la via extrinseca.
De manera similar, la presencia de E5 confiere resis-
tencia a la apoptosis mediada por la via de TRAIL; sin
embargo, la expresion del receptor de TRAIL no se ve
afectada en las células por la presencia de £35, sino que
esta impide la formacion del DISC."? Por otro lado, la

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53 Supl 2:5200-5



Jave-Sudrez LF et al. Apoptosis y virus del papiloma humano

E5 de VPH-16 es capaz de proteger a las células de la
apoptosis inducida por radiacion UV; este efecto esta
mediado por la activacion de las MAP-cinasas y la via
PI3K-Akt.!*

Por lo tanto, es posible que la £S5 interfiera con la
capacidad del sistema inmune para eliminar células
infectadas mediante la alteracion de la sefalizacion
mediada por receptores de muerte y la activacion de
vias de supervivencia. En conjunto, los resultados
de los estudios aqui mencionados proporcionan una
fuerte evidencia de que la £S5 contribuye a la evasion
de la vigilancia inmune durante las primeras etapas de
la infeccion por VPH.

Modulacién de la apoptosis por la E6

La proteina £6 del VPH ha sido ampliamente estu-
diada debido a sus fuertes propiedades oncogénicas.
La E6 es producida en dos versiones, una forma
larga de aproximadamente 16 kDa y una version mas
pequefia de aproximadamente 8 kDa.!> Ambas protei-
nas presentan como caracteristica comun la presencia
de cuatro motivos Cys-XX-Cys que son capaces de
enlazar zinc y estan involucrados en diversas fun-
ciones. Entre las actividades oncogénicas descritas
para la E6 se incluyen la inmortalizacion de células
epiteliales humanas, la transformacion de lineas esta-
blecidas de fibroblastos de raton, la activacion trans-
cripcional, la resistencia a la diferenciacion terminal
de queratinocitos humanos y, finalmente, la modula-
cién de apoptosis y tumorigénesis en animales.'®

Uno de los blancos principales de la proteina £6 es
el gen supresor de tumor p53. En las primeras etapas
de la infeccion por VPH de alto riesgo, la £7 induce un
aumento significativo en la proliferacion celular como
resultado de su interaccion con la proteina retinoblas-
toma (pRB); esto provoca una sobreexpresion de la p53,
lo que a su vez da lugar a la detencion del ciclo celular y a
la induccion de la apoptosis. Para revertir esta situacion,
la £6 se une a la p53 con la ayuda de la proteina E6AP e
impide que p33 induzca la detencion del ciclo celular y
la apoptosis. Mediante la unién con E6, p53 es marcada
para su degradacion por medio del proteosoma.!”

Otro blanco importante de la accion de la E6 es la
proteina BAK (de la familia BCL-2), que se encarga
de inducir la apoptosis por medio de la activacion de
la via intrinseca. La E6 se une directamente a la BAK
e induce su degradacion. Se ha determinado que la
capacidad de union a esta proteina esta conservada
entre las proteinas £6 de virus de bajo y alto riesgo, lo
que indica que la inactivacion de la proteina BAK es
un evento crucial para el ciclo replicativo del virus.'®
Adicionalmente, se ha observado que la E£6 inhibe la
apoptosis mediada por TNF mediante la reduccion de
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la expresion de BAK y el incremento de BCL-2, sin
afectar los niveles de expresion de las caspasas 3 y 8.1

Al igual que para p53, las proteinas BAK y MYC
son degradadas por £6 mediante la acciéon conjunta
con E6AP, con lo que quedan marcadas por medio de
ubiquitinacion para su degradacion por la via del pro-
teosoma.?’ La disminucion de BAK mediada por E6
y E6AP permite a las células infectadas ser resisten-
tes a la radiacion UV. Por otro lado, se ha visto que
la E6 disminuye la estratificacion epitelial e inhibe la
apoptosis durante la diferenciacion inducida por suero
y calcio en queratinocitos de prepucio humano. Estos
hechos se correlacionan con una elevada expresion de
BCL-2 y una reduccion en la expresion de BAX.?!

Utilizando fibroblastos humanos se ha demostrado
que la presencia de £6 induce un incremento significa-
tivo de la actividad del promotor de survivina. La expre-
sion de survivina es regulada negativamente por p53, ya
que E6 regula negativamente a p53 y es probable que
influya en la regulacion de la transcripcion de survivina,
por lo que se postula que el gen de survivina podria ser
relevante en la funcién antiapoptética de £6.2

Existe una relacion entre la apoptosis dependiente de
pS53y lavia extrinseca mediada por CD95; la expresion
del receptor CD95 se incrementa en membrana celular
en respuesta al tratamiento con agentes quimioterapéu-
ticos y este incremento es dependiente de la accion de
p53.2% En queratinocitos humanos inmortalizados con
EO6, los niveles de apoptosis disminuyen al ser tratados
con un agonista de CD95, lo que indica que la proteina
E6 regula la expresion de CD95 a través de la degrada-
cion de p53. En este sentido, al inhibir la actividad del
proteosoma en las células que expresan £6 se genera de
nueva cuenta una sensibilidad a la apoptosis mediada
por CD95 o TRAIL.?* Lo anterior resalta el papel fun-
damental que desempena la proteina E6AP y la via del
proteosoma en la actividad de la oncoproteina E6. Adi-
cionalmente, en carcinomas cervicales malignos positi-
vos para VPH-16 que son insensibles a los ligandos de
CD95 y TNF-alfa, se ha documentado la formacién de
un DISC no funcional. Esto sugiere que algunas protei-
nas virales podrian estar interactuando con receptores
de muerte y de esta manera protegiendo a las c€lulas de
la apoptosis. Estudios in vitro han demostrado que la
E6 protege a las células de 1a muerte mediada por TNF
mediante un mecanismo independiente de p53. La inhi-
bicion de esta via puede deberse a que la £6 se une a una
fraccion C-terminal del receptor TNF-R1, bloqueando
la transducciéon de la sefial apoptética.”> Adicional-
mente, se ha observado que £6 induce un incremento
en la actividad de NF-«xB, asi como de genes blanco
de este factor de transcripcion, como el inhibidor de la
apoptosis cIAP-2.26

Otra caracteristica de la E6, es que tiene la capaci-
dad de unirse a los dominios DED de la proteina adap-
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tadora FADD y de la procaspasa-8, mediante lo cual
estimula su degradacion. La disminucion de FADD y
de la caspasa-8 impide una respuesta adecuada a las
sefiales apoptéticas.?”

Modulacién de la apoptosis por la E7

Al igual que la E6, la E7 es una oncoproteina impor-
tante por medio de la cual el VPH modula el ciclo celu-
lar y la supervivencia de la célula infectada. Uno de los
mecanismos por medio de los cuales la £7 promueve
el crecimiento celular y la proliferacion es mediante
la asociacion con la proteina pRB.?® En condiciones
normales, la pRB forma un complejo con la histona
deacetilasa (HDAC) y se une al factor de transcripcion
E2F en la fase G1 del ciclo celular. Esto evita que E2F
induzca la activacion de genes que son necesarios para
la proliferacion, hasta que la célula entra en la fase S.
Sin embargo, cuando E7 se expresa en las células, se
une a pRB y HDAC, liberando a E2F de la represion
ejercida por pRB. Lo anterior resulta en la activacion
constitutiva de genes regulados por E2F. La inacti-
vacion de la capacidad de pRB para detener el ciclo
celular es critica para la transformacion celular, el cre-
cimiento celular incontrolado y la proliferacion indu-
cida por la infeccion viral. Adicionalmente, E7 es un
potente inhibidor de la actividad de p21¢™P! y p27KIPL,
lo que evita el punto de control en la fase G1 del ciclo
celular y permite la sintesis de ADN.? La estimulacion
de la progresion de G1 a la fase S permite al virus usar
de manera eficiente la maquinaria celular de replicacion
del ADN para lograr la replicacion del genoma viral. La
E7 también interfiere con la desacetilacion de histonas
mediada por HDAC1 y HDAC?2, lo que lleva a la acti-
vacion de la transcripcion.?® Dado que se han descrito
funciones antiapoptdticas para pRb, la degradacion de
esta proteina mediante la via de ubiquitina mediada por
E7 sugiere un papel proapoptdtico para E7. Al respecto,
se ha observado que E7 induce apoptosis en la retina
de animales transgénicos que la expresan. Igualmente,
fibroblastos de raton en los cuales se indujo la expresion
de E7 de VPH de alto y bajo riesgo cursan con apopto-

sis.3! De acuerdo con estas observaciones, la coexpre-
sion de E7 y p21 en células U20S indujo apoptosis.
Asimismo, la sobreexpresion de E£7 en queratinocitos
humanos primarios causdé muerte celular espontanea
y sensibiliz6 a las células a la apoptosis mediada por
TNF.32 Por otro lado, también existen reportes de la
actividad antiapoptodtica de £7. Un ejemplo de ello es
un reciente estudio de Yuan et al., en el cual se sugiere
que la E7 puede inhibir la apoptosis mediada por TNF
en queratinocitos, mediante la regulacion de la expre-
si6n de c-IAP2.3® En otro estudio se muestra que la
expresion de E7 en fibroblastos retrasa la apoptosis via
CD95 e impide la apoptosis mediada por TNF, utili-
zando un mecanismo que implica la inhibicion de la
activacion de la caspasa-8.3* En este mismo contexto,
se ha observado recientemente que £7 de VPH-16 inte-
ractua con el factor proapoptotico Siva-1 para inhibir la
apoptosis inducida por radiacion UV en lineas celulares
de queratinocitos.’ Esta evidencia nos muestra que la
E7 presenta la dualidad de inducir o inhibir la apopto-
sis, dependiendo del tipo celular y del tipo de VPH.

Conclusiones

El VPH, al igual que muchos otros virus, ha desarrollado
mecanismos sofisticados para evadir las defensas del
huésped. Entre estas una muy importante es bloquear la
apoptosis para evitar la destruccion de las células infec-
tadas. Para ello, el VPH cuenta, dentro de su arsenal, con
las oncoproteinas virales E5, E6 y E7. Estas proteinas
atacan ambas vias apoptoticas, a la vez que estimulan
vias de supervivencia. Todas estas acciones en conjunto
le permiten al virus establecer una infeccion exitosa y en
el caso de la integracion del genoma viral al DNA del
huésped (una consecuencia no deseada del ciclo de vida
del VPH), la transformacion celular y el inicio del cancer.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han
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la declaracion de conflictos potenciales de interés del
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas, y
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