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1. INTRODUCCIÓN

En los últimos años, la investigación sobre la etiología del Cáncer Cérvico-Uterino 

(CaCU) ha presentado un progreso muy importante. En décadas pasadas, diferentes agentes 

infecciosos como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum y 

el virus del Herpes simplex tipo 2 representaban los principales agentes causales en el 

desarrollo del CaCU. En el año de 1974, el virológo alemán Harald zur Hausen, fue el 

primero en proponer la asociación del virus del papiloma humano con el desarrollo del 

CaCU. Durante una conferencia internacional en Florida, el doctor zur Hausen presentó sus 

resultados demostrando que el virus del Herpes simplex no estaba asociado a la etiología 

del cáncer cervical. Sin embargo, el hecho de que un investigador de Chicago anunciara 

que había aislado el 40% del genoma del herpes simple en una muestra de cáncer cervical

demeritó sus resultados, catalogándolos como carentes de sensibilidad.56

En 1977 mientras zur Hausen dirigía el Instituto de Virología en Freiburg, su equipo 

de trabajo aisló el material viral de una verruga genital. Desafortunadamente este tipo 

(VPH-6) no estaba presente en las células de CaCU. Poco tiempo después, se aisló parte de 

la secuencia del VPH-11, encontrando una relación distante con secuencias de una biopsia 

de cáncer de cérvix. Hallazgo que ayudó a que Mathias Dürst, lograra clonar un nuevo tipo 

en una biopsia de CaCU, el VPH-16.25 Este resultado llevó a demostrar que este tipo estaba 

presente en cerca de la mitad de las biopsias de cáncer cervical, lo que permitió establecer 

el papel etiológico del VPH en el desarrollo del CaCU. Más tarde, Meisels y Fortin 

publicaron dos reportes resaltando la presencia de coilocitos en los raspados cervicales, 

como un indicativo de infección por VPH.16 Esta idea fue apoyada al observar partículas 

virales en las lesiones de bajo grado del cérvix. Más de 20 años de investigación sobre el 

mecanismo de transformación del VPH, llevó a que en el año de 1995, la agencia 

internacional de investigación en cáncer designara a los tipos 16 y 18 como agentes 

carcinogénicos y a los tipos 31 y 33, como probables carcinógenos.38
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2. RESUMEN

La infección persistente con los VPH de “alto riesgo” constituye el principal factor 

de riesgo para el desarrollo de cáncer cérvico-uterino. Sin embargo, los estudios 

epidemiológicos y moleculares han propuesto que la variación intra-tipo representa un 

factor de riesgo muy importante en la carcinogénesis cervical. Con respecto a las variantes 

de VPH-16 se ha propuesto que la modificación en los oncogenes virales, así como en la 

región larga de control se asocia con infecciones más persistentes y con un mayor riesgo de 

cáncer. En el caso del VPH-18, se ha observado que las variantes de la rama Africana se 

encuentran con mayor frecuencia en lesiones premalignas y en el caso de tumores, con 

tipos histológicos con un mejor pronóstico relativo. Estos hallazgos indicarían que la 

variante Africana del VPH-18 presenta un comportamiento oncogénico menor con respecto 

al aislado de referencia.

El análisis de la variación intra-tipo en el oncogen E6 del VPH-18 demostró que los 

cambios presentes en este gen modifican su patrón de expresión. En el caso del aislado de 

referencia y la variante Europea expresan mayores niveles de expresión del transcrito 

completo de E6; sin embargo, la variante Africana expresa mayores niveles del transcrito 

E6*I. Los ensayos de mutagénesis dirigida sobre la secuencia del gen E6 de referencia 

mostraron que el cambio la posición C491A está implicado en la mayor expresión del 

transcrito E6*I observado en la variante Africana. Los cambios en el patrón de expresión 

observados en las variantes correlacionaron con el patrón de expresión observado en 

muestras de tumores que contienen las diferentes variantes de VPH-18. Como una 

consecuencia de la reducción en los niveles del transcrito completo de E6 en las clonas de 

la variante Africana, los niveles de la proteína E6 se reducen y aumentan los niveles de las 

proteínas p53 y Bax. La capacidad transformante de las variantes de E6 para generar 

tumores en ratones desnudos demostró que el aislado de referencia genera tumores de 

mayor volumen con respecto a los tumores generados con la variante Africana. Estos 

resultados sugieren  que los cambios presentes en el oncogen E6 están implicados en el 

procesamiento del transcrito, lo que repercute sobre el comportamiento biológico de esta 

variante.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La persistencia de la infección con el virus del papiloma humano de “alto riesgo” 

constituye el principal factor de riesgo en del desarrollo del CaCU, principalmente los tipos 

16 y 18. Sin embargo, solo una pequeña proporción de las lesiones cervicales infectadas 

con el virus de alto riesgo avanzan a cáncer, lo cual indica la presencia de factores 

adicionales. Un factor viral muy importante es la variación intratipo. Se propone que ciertas 

variantes están implicadas en las diferencias en el comportamiento de las neoplasias. Se 

propone que los cambios nucleotídicos que presentan las diferentes variantes de VPH 

podrían alterar procesos de transcripción de genes específicos, replicación viral y 

transformación celular, lo que a su vez podría repercutir en funciones biológicas y 

bioquímicas que expliquen la diversidad en fenotipos clínicos.
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4. ANTECEDENTES

4.1 CÁNCER CÉRVICO-UTERINO

El Cáncer Cérvico-Uterino (CaCU) constituye unos de los principales problemas de 

salud pública en el mundo. En el ámbito mundial, ocupa el quinto lugar en frecuencia entre 

las neoplasias y el segundo lugar entre las neoplasias que afectan a las mujeres. De acuerdo 

al último estimado global, cada año se detectan 493,000 casos nuevos, con una tasa alta de 

mortalidad de aproximadamente el 50%.65 El 83% de los casos se presentan en los países en 

vías de desarrollo, casi 300,00 casos; mientras que en los países desarrollados, el número de 

casos es menor de 100,000. El índice de sobrevida es menor del 50% en los países en 

desarrollo, comparado con el 66% de los países desarrollados.64

Las regiones más afectadas por el CaCU se encuentran entre las más pobres del 

mundo. Centro y Sudamérica, el África Sub-Sahariana, partes de Oceanía y Asia tienen el 

mayor índice de incidencia de CaCU; 30 por cada 100,00 mujeres, comparado con 10 de 

cada 100,000 de Norteamérica y Europa.65 La carencia de un programa efectivo de 

detección oportuna de condiciones precancerosas, así como las deficiencias del tratamiento 

de las lesiones premalignas, podrían ser las razones más importantes por lo que se observa 

una mayor incidencia de CaCU en los países en desarrollo. Algunos autores han propuesto 

que la variación intratipo es uno de los factores implicados en la alta prevalencia de cáncer 

cervical en estas regiones.

En México, el CaCU ocupa el primer lugar en frecuencia entre las neoplasias 

presentes en mujeres y el tercer lugar en mortalidad en la población general.67 Esta 

enfermedad afecta principalmente a las mujeres en edad reproductiva; debido a que el

tiempo de progresión de las lesiones premalignas a cáncer invasor es lento, la incidencia de 

esta neoplasia es muy baja en mujeres menores de 25 años.74 La edad promedio de las 

mujeres mexicanas que presentan esta patología es de 50 años, sin embargo las mujeres 

entre 44 y 53 años son las más afectadas.70

4.2 EL PAPEL DEL VPH EN EL DESARROLLO DEL CACU

La epidemiología del CaCU la ha catalogado como una enfermedad de transmisión

sexual, lo que implica la presencia de un organismo infeccioso como principal agente 
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etiológico.74 Actualmente se considera que la infección persistente por el VPH de “alto 

riesgo” es el principal factor de riesgo para el desarrollo del CaCU.11 El ADN de los VPH 

de “alto riesgo” se ha detectado en el 99.7% de los carcinomas de células escamosas y en el 

94 a 100% de los tumores del cérvix de origen glandular.19

La infección por el VPH es la enfermedad de transmisión sexual más común. La 

determinación del ADN de VPH en mujeres asintomáticas, estima que la prevalencia de la 

infección varía de un 2 a un 44%.10 Las posibles explicaciones para una variación tan 

amplia se basan en la diferencia en la edad de las poblaciones analizadas, así como la 

sensibilidad de las pruebas usadas para la determinación del ADN viral. Se piensa que 

cerca de un 70% de las mujeres sexualmente activas se infectan al menos una vez en su 

vida.20 La mayoría de los individuos afectados eliminan la infección sin desarrollar alguna 

manifestación clínica evidente. De esta forma, solo una pequeña proporción de los 

individuos infectados progresan a cáncer. La infección con ciertos tipos de VPH parece ser 

uno de los factores que explican en parte, las diferencias en el comportamiento de las 

lesiones. Casi 40 tipos de VPH infectan el epitelio del cérvix.58 Los estudios 

epidemiológicos enfocados a determinar la asociación entre la presencia de VPH y el riesgo 

de desarrollo de cáncer, han identificado que la infección con ciertos tipos de VPH confiere 

mayor riesgo de evolucionar a CaCU. Quince aislados de VPH se han denominado como 

tipos de alto riesgo [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 58, 68, 73 y 82]; 3 tipos, 

como probables alto riesgo [26, 53 y 66]. Doce tipos, se han catalogado como de bajo 

riesgo [6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108]; mientras que 3 tipos se han 

considerado con riesgo indeterminado  [34, 57 y 83].58

El VPH-16, el cual es el tipo más frecuente en mujeres con citología normal, 

también es el tipo más común en los tumores escamosos. El VPH-18 es el segundo en 

frecuencia en los tumores escamosos; sin embargo, en los tumores de origen glandular, el 

VPH-18 ocupa el primer lugar en frecuencia, seguido del VPH-16.19 Los tipos 6 y 11, 

denominados como de bajo riesgo, son los tipos más frecuentes en lesiones benignas en 

áreas anogenitales conocidas como condiloma acuminado (verrugas genitales). Estos tipos 

de bajo riesgo también pueden estar presentes en lesiones de bajo grado; sin embargo, no se 

han observado en lesiones de alto grado.33,45
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4.3 EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El VPH es un virus pequeño, no encapsulado, de forma icosahedral de 55 nm de 

diámetro, que replica su genoma dentro del núcleo de las células infectadas. La estructura 

externa del virus consiste de una cápside compuesta de 72 capsómeros, formados por las

proteínas L1 y L2.4 La proteína L1 constituye el componente principal de la cápside y 

presenta una secuencia altamente conservada entre los VPHs. La proteína L2 es un 

componente adicional en la estructura de la cápside y posee una estructura menos 

conservada entre los VPHs.

Los virus del papiloma tienen una organización genómica similar, consiste en un 

genoma de ADN de doble cadena circular. En los viriones, el ADN se encuentra asociado 

con histonas celulares, lo que resulta en una estructura parecida a la cromatina celular.36 El 

genoma contiene alrededor de 8000 pb que puede ser dividido en general en tres regiones 

separadas por 2 sitios de poliadenilación (pA). Una región no codificante o región larga de 

control (RLC), que abarca cerca del 10% del genoma (400 a 1000 pb). Esta región contiene 

los elementos reguladores para el control de la expresión y replicación viral. La región 

temprana (E), ocupa más del 50% del genoma viral y contiene los marcos de lectura de las 

proteínas implicadas en el control de la replicación y de la transcripción (E1, E2 y E8);82 así 

como las proteínas implicadas en la inmortalización y transformación celular (E5, E6 y E7). 

Por último, una región tardía (L), la cual codifica para las proteínas estructurales de la 

cápside expresadas durante la infección productiva (L1 y L2).102 Aun cuando la proteína E4 

se encuentra en la región temprana, se expresa en forma tardía y su principal función es la 

de interactuar y lisar la estructura de queratinas para la liberación de los viriones.71

El genoma viral contiene en promedio de 8-10 marcos de lectura, localizados en una sola 

cadena del ADN y se expresan en forma de ARNm policistrónicos. En los VPHs 

oncogénicos, los transcritos se inician a partir de 2 promotores principales; uno de ellos se 

encuentra localizado arriba del marco de lectura de E6 y activa la expresión de los genes 

tempranos antes de que inicie la replicación productiva. En el VPH-16 y 31, este promotor 

se designa como p97, mientras que en el VPH-18 se denomina p105. 102 El otro promotor, 

denominado tardío; se activa cuando se inicia la replicación productiva y dirige la 
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expresión de diferentes inicios de la transcripción localizados alrededor de la posición 

742.29,62,92

Figura 1. Estructura de la cápside y genoma del VPH.

Figura 1. a) Representación esquemática de la estructura de la cápside del virus del papiloma humano, 

compuesto principalmente por la proteína L1 y en menor proporción de la proteína L2. b) Genoma circular de 

doble cadena del virus del papiloma humano. Localización de los genes en las diferentes regiones de 

conforman el genoma viral, así como de la región que controla la replicación y expresión del VPH (RLC).

4.4 LOS ONCOGENES VIRALES

El largo período de latencia entre la infección por el VPH de alto riesgo y el 

desarrollo de cáncer; así como la baja frecuencia de progresión de las lesiones pre-malignas 

asociadas con VPH reflejan la naturaleza del CaCU inducido por el VPH. Las propiedades 

transformantes de los VPHs de alto riesgo residen principalmente en dos genes, E6 y E7. 

Estos genes son consistentemente expresados en los tumores cervicales y en las líneas 

celulares de CaCU positivas a VPH.76 La expresión de E6 y E7 es esencial para inducir y 

mantener el estado transformado de las células positivas a VPH.79

4.4.1 La oncoproteína  E6

La proteína E6 es una proteína relativamente pequeña que contiene aproximadamente 

150 aminoácidos. Una característica común de las proteínas E6 es la presencia de cuatro 

motivos Cys-X-X-Cys, capaces de unir zinc y generar estructuras denominadas “dedos de 

a) b)
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Zinc”. La integridad de estos dominios es esencial para diversas funciones, tales como 

activación transcripcional, transformación, inmortalización y asociación con proteínas 

celulares.51 E6 es fosforilada por una proteína cinasa A (PKA), la cual reconoce residuos de 

treonina en la región carboxilo de E6.44

La localización de E6 ha sido controversial y compleja, en parte debido a sus bajos 

niveles en las células. La localización de E6 se ha descrito en el núcleo, citoplasma y 

membranas no nucleares (incluyendo aparato de Golgi) en diferentes tipos celulares.52

Algunos estudios muestran que la proteína E6 de los VPHs de alto riesgo se encuentra 

distribuida tanto en el núcleo como en citoplasma, siendo más abundante en el núcleo; 

mientras que en los tipos de bajo riesgo, se encuentra en forma predominante en el 

citoplasma.30 Sin embargo, recientes estudios han observado que la localización de E6 de 

VPH-18 es un proceso controlado activamente, dependiente del estado de diferenciación de 

las células o en respuesta a diferentes estímulos.84

A pesar de que E6 es una proteína relativamente pequeña, induce cambios muy 

importantes en el ciclo de vida del virus y en el proceso de inmortalización y 

transformación de la célula. E6 es uno de los genes que se expresan más tempranamente 

durante la infección por VPH, creando un ambiente más propicio para la producción de 

nuevas partículas virales al inhibir el proceso de apoptosis, alterar la expresión de otros 

genes celulares e incrementar el tiempo de vida de la célula. 

La característica transformante de E6 está mediada por su interacción con una gran 

variedad de proteínas celulares.51 El blanco celular más conocido de E6 es la proteína 

supresora de tumores p53. El principal mecanismo por el cual, las proteínas E6 de los 

VPHs de alto riesgo alteraran la función supresora de tumores de p53, es a través de 

promover su degradación para reducir los niveles funcionales de p53. La oncoproteína E6 

estimula la degradación de p53 por medio del sistema de degradación proteosómica de 

Ubiquitina.73 La degradación de p53 es estrictamente dependiente de su unión con E6, se ha 

observado que las mutaciones en p53 que interfieren con la interacción con E6 generan 

resistencia a la degradación. Esta es la razón por la cual la afinidad de unión de las 

diferentes proteínas de E6 con p53 correlaciona con su eficiencia para estimular la 

degradación de p53.68 La proteína E6 de VPH-16 se une y degrada p53 con mayor 
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eficiencia que la proteína E6 de VPH-18; mientras que proteínas de bajo riesgo que se unen 

débilmente a p53 son inactivas para su degradación in vitro.80 Para promover la 

degradación de p53, E6 requiere de una proteína celular llamada E6AP, una proteína que 

desempeña la función de ligasa de ubiquitina.91 E6 se une a p53 y a E6AP simultáneamente 

y por consiguiente actúa como un puente para permitir la interacción entre la ligasa y p53. 

En condiciones normales, la degradación de p53 es mediada por el mismo sistema 

proteolítico; sin embargo, a diferencia de la ligasa empleada por E6, p53 es marcada por la 

proteína MDM2.53 Este cambio en la ligasa que emplea E6 para la degradación de p53 

reduce dramáticamente la vida media de p53 de 3 hrs a 20 min.91 Ante un daño al ADN, 

p53 se estabiliza mediante ciertas modificaciones en el dominio carboxilo, tales como 

fosforilación y acetilación. Las modificaciones postraduccionales impiden que p53 sea 

ubiquitinado y degradado, debido a que los sitios utilizados para la fosforilación y 

acetilación, son los mismos sitios empleados por MDM2 para la ubiquitinización.101 El 

aumento en la degradación de p53 por E6 es la principal causa de la ausencia de su función, 

ya que la secuencia del gen p53 rara vez se encuentra mutado en tumores cervicales.72

La degradación continua de p53 por E6 puede llevar a la acumulación de mutaciones 

genéticas en las células infectadas, contribuyendo fuertemente a la acción carcinogénica de 

los VPHs de alto riesgo. Sin embargo, E6 es una proteína que interactúa con diferentes 

proteínas celulares implicadas en vías celulares como la apoptosis, vías de señalización y 

diferenciación celular. Estudios recientes han identificado una nueva clase de proteínas 

caracterizadas por poseer dominios PDZ, que se unen de forma directa a los sitios de unión 

a dominios PDZ presentes en el extremo C-terminal de las proteínas E6 de tipos de alto 

riesgo.69 Esta interacción es particularmente interesante, debido a que este sitio de unión a 

dominios PDZ está formado solamente por cuatro aminoácidos y no está presente en las 

proteínas E6 de bajo riesgo (XT/SXV).24 Las proteínas PDZ identificadas que interaccionan 

con E6 son: hDlg, un homólogo de la proteína supresora de tumores Dlg de Drosófila;43

MAGI-1, una proteína involucrada en la unión celular;28 y hScrib, implicada en el control 

de las uniones celulares, así como en la proliferación celular.59 Debido a que estas proteínas 

se expresan en sitios de contacto célula-célula, se han relacionado con el control de la 

división y polaridad celular.
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4.4.2 La proteína E6*

Los VPHs difieren marcadamente en sus patrones de transcripción de la región 

temprana. Como se puede observar en la figura 2, los patrones de transcripción de los 

VPHs de alto riesgo implican diversas alternativas de ajuste, los cuales generan un patrón 

complejo de transcritos.102 La  regulación de estos eventos de ajuste durante la infección 

viral aún no se comprende por completo, en la mayoría de los casos se relaciona tanto con 

el sitio donador y diferentes sitios aceptores del marco de lectura de los genes tempranos. 

En el caso de los VPHs de alto riesgo, los genes E6 y E7 se transcriben como transcritos 

lineares bicistrónicos y transcritos policistrónicos procesados. Los transcritos procesados se 

originan del promotor temprano a través de un acoplamiento entre el sitio donador, 

localizado a 120 pb del codón de inicio y los 4 diferentes sitios donadores. Entre los 

polipéptidos codificados por el procesamiento alternativo del transcritos de E6 se 

encuentran cuatro proteínas truncadas, denominadas E6* I, II, III y IV. 

Figura 2. Mapa de transcripción del VPH-16

Figura 2. Estructura del genoma y mapa de transcripción del VPH-16. RNAs policistrónicos (Especies A-

T) que se generan de los diferentes promotores tempranos y tardíos y del procesamiento diferencial de los 

transcritos. Las líneas gruesas representan los exones y las líneas delgadas los intrones, el sitio aceptor y 

donador se indica en la parte superior de cada transcrito. El potencial de codificación de cada transcrito 

policistrónico se describe en la parte derecha de cada especie de mensajero.
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La proteína E6*I se obtiene como resultado del procesamiento del transcrito de E6, que 

da lugar a un transcrito de menor tamaño. Este transcrito se genera por la unión entre el 

sitio donador en la posición 233 y el sitio aceptor 416. El transcrito E6*I se traduce en una 

proteína que pierde la región original C-terminal de la proteína E6 al generarse un codón de 

paro anticipado, además de perder ambos dominios de “dedos de zinc” de la secuencia 

original de E6.67 La proteína E6* solo se ha detectado en tumores generados en ratones 

desnudos.75 Se ha observado que la proteína E6* traducida in vitro es inestable, sugiriendo 

que los bajos niveles observados en las células se deben a su rápida degradación. Una  de 

las posibles funciones de E6* fue sugerida en estudios donde se muestra que la proteína 

E6*I de VPH-18 traducida in vitro puede inhibir la degradación de p53 por E6.67 Estudios 

en células nulas para p53 mostraron que la coexpresión de E6*I de VPH-18 con p53 en 

presencia de E6, resulta en la inhibición de la degradación de p53. El principio por el cual 

E6*I es capaz de inhibir la degradación de p53 inducida por E6 es muy interesante. Al 

parecer, E6*I es capaz de unirse in vitro a E6 y a E6-AP, pero no a p53.66 Sin embargo, el 

análisis mutacional de E6*I de VPH-18 ha mostrado que la actividad antiproliferativa de la 

expresión de E6*I parece correlacionar principalmente con la habilidad de interactuar con 

la proteína E6, más que con E6-AP.66 Esto sugiere que una de las funciones de E6*I es 

modular la degradación de p53 durante la  replicación viral, lo que reduce el proceso de 

inmortalización e integración al genoma, lo que resultaría en la perdida de la capacidad de 

replicación.

4.4.3 La oncoproteína  E7

La proteína E7 contiene aproximadamente 100 a.a. De forma similar a E6, E7 

contiene un dominio de unión a zinc en la región C-terminal, el cual utiliza para su 

dimerización o multimerización y un sitio de fosforilación en su región N-terminal, donde 

es fosforilada por la cinasa caseina II.54,5 Diversos ensayos han demostrado que la 

localización  de la proteína E7 dentro de la célula es predominantemente nuclear;30 sin 

embargo, se han detectado niveles muy bajos en el citoplasma y otros compartimentos 

celulares, lo cual se relaciona con la capacidad de E7 para interactuar principalmente con 

blancos celulares implicados en la síntesis del ADN y el control del ciclo celular. E7 

interactúa con muchos blancos celulares, tales como pRb, p107, p130, Ciclina A, Ciclina E, 

desacetilasa de histonas-1 (HDAC-1) y Ap-1.26,6,87,55,13,3 Debido a la naturaleza de estas 
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proteínas, se puede determinar que el principal papel de E7 consiste en alterar el ciclo 

celular normal de la célula. La expresión de E7 está asociada con un incremento en la 

síntesis del ADN celular, así como con un aumento en la proliferación celular. Estas 

características son el resultado de la interacción entre E7 y las proteínas de la familia Rb, 

incluyendo pRb, p107 y p130.6 Estas interacciones interfieren con la habilidad de pRb para 

inhibir la activación del factor de transcripción E2F, de tal forma que E7 forma un 

complejo con pRb  promoviendo su degradación a través del sistema de ubiquitinización.12

Esto permite que el factor E2F active la transcripción de los genes involucrados en la 

síntesis de ADN, tales como la ribonucleótido reductasa y ADN polimerasa-alfa.63 Además 

de la degradación de Rb, E7 interactúa con otros inhibidores del ciclo celular, incluyendo 

p21 y p27.90,41,100 De igual forma que E6, la expresión de E7 es necesaria para mantener la 

proliferación continua en las líneas celulares de cáncer que contienen VPH.40

4.5 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL VPH

4.5.1 La Familia Papillomaviridae

A mediados de los años cincuenta, cuando el virus del papiloma y el virus de la polio

empezaron a ser estudiados por microscopía electrónica y análisis básicos de ácidos 

nucléicos, ambos tipos virales se agruparon en una sola familia, denominada 

Papopaviridae. Esta clasificación se basa en las similitudes observadas en estructura de la 

cápside y en el genoma circular de ADN de doble cadena. Sin embargo, estudios 

funcionales y de secuencia demostraron que estas similitudes eran demasiado superficiales 

para establecer una relación. Todos los virus de la polio tienen un genoma de alrededor de 5 

kb, mientras que el genoma de los virus del papiloma está cercano a 8 kb. Los poliomavirus 

tienen 2 unidades de transcripción y en el caso del virus del papiloma la transcripción se 

presenta en una sola dirección. La diferencia más importante es que los poliomavirus y los 

virus del papiloma no comparten mucha similitud en la secuencia de nucleótidos y amino 

ácidos. Hoy en día, estas familias son reconocidas por el comité internacional de taxonomía 

de los virus como familias separadas, Papilomaviridae y Poliomaviridae.22 La clasificación 

actual permite agrupar a todos los tipos de VPH conocidos de acuerdo a sus características 

filogenéticas en géneros, especies, tipos, subtipos y variantes. A la fecha se han identificado 
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más de 200 tipos de VPHs diferentes, los cuales pueden ser divididos en aquellos que 

infectan superficies cutáneas y aquellos que infectan superficies mucosas. A pesar de su 

variedad, todos los virus de papiloma animal y humano parecen compartir una organización 

genética similar, aunque con diferencias tanto en las funciones de los genes virales 

individuales, como en su regulación. 

En contraste con otros virus humanos, los virus de papiloma no han sido  tipificados 

por métodos serológicos tradicionales. La carencia de antisueros que permitan distinguir 

entre los diferentes tipos de HPV, es la principal razón por la cual la clasificación de los 

tipos virales está basada en el alineamiento de la secuencia nucleotídica. El análisis de la 

base de datos de la secuencia de los virus del papiloma muestra que el gen L1 es uno de los 

genes más conservados y por lo tanto es particularmente adecuado para construir la 

taxonomía de la familia papilomaviridae. Actualmente se acepta por definición que el ADN 

de cada tipo difiere en por lo menos un 10% de la secuencia nucleotídica del gen L1, de 

aquélla de cualquier otro tipo viral conocido. Aislados de un tipo cuyas diferencias van del 

2 al 10%, son muy raras y son referidas como “subtipo”. Sorprendentemente, solo tres 

aislados cumplen los criterios que definen un subtipo. El VPH 46, 55 y 64 originalmente 

descritos como tipos separados, se han definido como subtipos de los VPH 20, 44 y 34 

respectivamente.22

Las variantes de los tipos de VPH difieren en menos del 2% en la secuencia del gen 

L1 del aislado original, referido como prototipo o genoma de referencia. En regiones con 

mayor divergencia intratipo como la RLC, las variantes pueden diferir hasta un 5% con 

respecto al aislado de referencia. La secuencia de la RLC es la región más usada para 

describir la diversidad intratipo, sin embargo se ha descrito que la región comprendida entre 

los genes E4 y E5 presenta una mayor variabilidad que la RLC.35 Para identificar a las 

variantes se obtiene la secuencia de un fragmento de 400 pb de la región larga de control o 

un fragmento de 450 pb del gen E6 y se determina la presencia de una variante a cada 

aislado que difiere del prototipo al menos en un nucleótido. Es importante resaltar que el 

término prototipo no es indicativo de una secuencia ancestral, indica solamente la primera 

secuencia que se describió de dicho tipo. Esta estrategia se ha aplicado a numerosos tipos 

de VPH de aislados obtenidos en todo el mundo.35,60,96 A través de estos estudios se ha 

observado que aparentemente existe un número limitado de variantes comunes de cada tipo 

Neevia docConverter 5.1



y que las variantes muestran mayor divergencia cuando se obtienen de muestras que 

provienen de grupos étnicos que han evolucionado por mucho tiempo sin contacto alguno, 

por ejemplo los Africanos e indios Americanos. De estos hallazgos se ha sugerido que cada 

tipo de VPH ha estado con la especie humana desde nuestros orígenes, evolucionando y 

diseminándose de forma similar a la migración global del hombre.60

4.5.2 Variación intratipo en los genes del VPH

Las proteínas E2, E4, E5, E6 y E7 son importantes para diversas funciones virales, 

tales como, replicación y transcripción del ADN viral, interacción con el citoesqueleto, 

inmortalización y transformación.50 La variación en la secuencia en una o más de estas 

proteínas puede alterar su función biológica y afectar el resultado clínico de la infección. La 

caracterización de la variación intratipo en la secuencia nucleotídica dentro de los tipos de 

VPH representa un acercamiento para la identificación de las variantes, que tienen 

funciones biológicas diferentes.

Las variantes “intratipo”, se definen como aquellos aislados que muestran una 

similitud en su secuencia de más del 98% con respecto al tipo viral de referencia en 

regiones conservadas del genoma, como L1 y L2.7 Las regiones no-codificantes muestran 

una variabilidad ligeramente mayor, con una desviación del 5% de la secuencia de 

referencia que se considera hipervariable.35 Las secuencias de DNA que codifican dominios 

conservados en proteínas, permiten comparar a los tipos de VPH y analizar el proceso de 

especiación, dado que en la taxonomía de los VPH el término “tipo” se considera 

equivalente al término “especie”.  Por otra parte, las secuencias de fragmentos genómicos 

involucrados en la regulación de la transcripción  son altamente variables entre los 

diferentes tipos de HPV. Sin embargo, estas secuencias contienen un grado de diversidad 

entre clonas aisladas de un mismo tipo de HPV, suficiente para entender su evolución 

molecular. Los estudios de variantes permiten entender parte de la historia evolutiva de los 

virus de papiloma y resultan ser un modo eficiente de conocer el origen y forma de 

diseminación de estos virus. La gran especificidad y diversidad de tipos sugiere que estos 

virus están muy bien adaptados y que han estado en íntima asociación con su huésped por 

mucho tiempo.35 Tal y como se refleja en diversos estudios, donde se observa la 

distribución de ciertas variantes de VPH-16 provenientes de la referencia Europea como 
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resultado del proceso de colonización.89 El pequeño grado de variación en regiones 

geográficas, comparado con la gran diversidad  entre regiones, es consistente con la idea de 

una lenta acumulación de mutaciones en  períodos de tiempo muy largos, sugiriendo un 

mínimo índice de mutación y un posible origen ancestral común.

Hoy en día, a través del análisis de una gran cantidad de aislados de VPH obtenidos 

de diversas partes del mundo, se ha definido cuales son las variantes de los tipos virales 

más frecuentes; en particular, VPH-16,35 HPV-18,60 HPV-6 y HPV-11.32 Además de otros 

tipos menos frecuentes como el VPH 5 y 8; y más recientemente los tipos 58, 31, 33, 35 y 

52.23,18,15,2

Dada la prevalencia del VPH tipo 16 en lesiones pre-invasivas y carcinomas 

cervicales, la heterogeneidad intratípica del VPH-16 es la más estudiada. A principios de 

1990, Ho y sus colaboradores observaron que los aislados del VPH-16 podrían distinguirse 

por su heterogeneidad nucleotídica y que era posible construir la filogenia viral si todos los 

genomas intermedios se encontraran. Para este propósito, se analizó un fragmento de la 

RLC de 301 muestras cervicales positivas a VPH-16 provenientes de los cinco continentes. 

Se observó la presencia de 48 variantes moleculares caracterizadas por 51 mutaciones 

puntuales en 48 posiciones nucleotídicas. Todos los aislados encontrados se compararon 

con la secuencia de referencia obtenida de un paciente alemán con cáncer cervical, el cual 

fue el primer aislado en ser secuenciado por completo.22 El análisis de la secuencia de la 

RLC ha demostrado que las variantes de VPH-16 forman 5 ramas filogenéticas principales, 

las cuales varían en su distribución geográfica y étnica (Figura 3). La nomenclatura de estas 

ramas refleja el origen geográfico de la mayoría de los aislados contenidos en ellos. Las 

variantes de dos de estas ramas estaban casi restringidas al continente Africano, por lo cual 

adquirieron su denominación como Africana-1 (Af1) y Africana-2 (Af-2). Los aislados que 

formaron la rama Europea (E) se encontraron principalmente en diferentes partes de 

Europa. Las variantes de esta rama se encontraron también en otros grupos étnicos con 

frecuencias que varían desde un 60% en el sudeste de Asia hasta un 93% en Norteamérica. 

Una cuarta rama estaba solamente compuesta de aislados chinos y japoneses, 

denominándose como rama Asiática (As), los aislados de esta rama se encontraron con muy 

baja o nula frecuencia en otros continentes. La rama Asiática-americana (AA) se formaba 

por una fracción de muestras asiáticas y de aislados de poblaciones inmigrantes en 
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América. Las variantes de esta rama se encontraron solamente en centro y Sudamérica y en 

Europa estaban restringidas a España. Se ha propuesto ramas filogenéticas menores, como 

la Norteamericana-1 (NA1).96 Estudios adicionales utilizando la secuencia de las regiones 

E2, E4, E5 y E6 han demostrado una variación intergénica muy fuerte dentro de aislados 

individuales del VPH-16.99,27

Figura 3. Árboles filogenéticos de las variantes de VPH 16 y 18.

Figura 3. Árboles filogenéticos de las variantes del VPH 16 y 18 obtenidos de diferentes estudios 

realizados en distintas regiones geográficas del mundo, África (Tanzania), Europa (Alemania y Escocia), Asia 

(Japón). La construcción de los árboles filogenéticos se determinó a través de comparación de la secuencia un 

fragmento de 321pb de la RLC. El aislado de referencia del VPH-16, que pertenece a la rama europea, está

representado como el aislado G11. Para el VPH-18, el aislado de referencia se localiza en la rama asiático-

americana por encontrarse en muestras de Asia y América del sur.60
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La diversidad intratipo del VPH-18 guarda muchas similitudes con el VPH-16. 

Mediante un estudio similar al del VPH-16 se determinó la presencia de 3 ramas 

filogenéticas principales para el VPH-18; la rama Europea (E), Africana (Af) y Asiática-

Amerindia (AsAi) (Figura 3).60 Este estudio demostró la presencia de 37 variantes, 

caracterizadas por mutaciones puntuales en 25 posiciones en la secuencia de nucleótidos 

con respecto al aislado de referencia. El aislado de referencia se obtuvo de una muestra de 

cáncer cervical de una paciente proveniente del sudeste de Brasil y cuya secuencia se 

realizó en Alemania.22

Con estos estudios se ha observado que la diversidad viral no se correlaciona con la 

ubicación geográfica, sino más bien con la composición étnica de las poblaciones y que la 

filogenia de las ramas principales del VPH 16 y 18 se asocia con las ramas principales de la 

evolución  de los grupos étnicos humanos.60

4.6 LAS VARIANTES DEL VPH EN EL RIESGO DE DESARROLLO DE CÁNCER 

CERVICAL

Diferentes estudios han indicado que la persistencia viral y el desarrollo de lesiones 

de alto grado, así como carcinoma cervical están profundamente asociados a la presencia de 

variantes de VPH. Regiones geográficas con alta prevalencia de algunas variantes de VPH 

16 y 18 coinciden con países con alta frecuencia de tumores genitales, por ejemplo: 

Latinoamérica, África y algunas regiones de Asia. Esta correlación ha motivado numerosos 

estudios epidemiológicos para determinar si las variantes presentan diferentes propiedades 

biológicas y patológicas y por lo tanto diferencias en el riesgo de desarrollar cáncer. 

Diferentes estudios han mostrado que las variantes no-Europeas de VPH-16 están 

asociadas con un mayor riesgo de desarrollo de neoplasias cervicales y cáncer anal in 

situ.94,93 De manera similar, en un estudio realizado en Brasil se observó que las variantes 

no-Europeas de VPH 16 y 18 presentan mayor persistencia y riesgo de desarrollar lesiones

cervicales.89 En dos estudio de casos y controles realizados en México y Costa Rica, se 

observó una mayor prevalencia de variantes en muestras aisladas de cáncer cervical con 

respecto a muestras con citología normal.8,34 Recientemente se realizó un estudio de 

seguimiento en mujeres con células escamosas atípicas de significado indeterminado para 

determinar el riesgo de desarrollar lesiones de alto grado entre variantes del VPH 16 y 18. 
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En el caso de las variantes de VPH-16, se observó que existe un riesgo mayor para las 

variantes no-Europeas de generar lesiones de alto grado. En el caso de las variantes de 

VPH-18, la asociación fue diferente, las variantes de las ramas AsAi y E, presentaron 

mayor riesgo de desarrollar neoplasias de alto grado que las variantes de la rama 

Africana.95

Para el VPH-18, Hecht et al., (1995) propuso que la variación intratipo en la 

secuencia del gen E2 estaba asociada a un subtipo con un potencial oncogénico reducido. 

Esta variante, perteneciente a la rama africana, predominaba en muestras con lesiones 

premalignas y se encontraba ausente en tumores invasores. En un trabajo realizado por 

Lizano et al., (1997), se analizó si las variaciones entre los VPH de riesgo oncogénico 

conocidas pudieran explicar en parte, las diferencias en pronóstico entre diferentes grupos 

histológicos de carcinomas de cérvix. En este trabajo se encontraron asociaciones 

importantes  de ciertas variantes de los HPV con la edad de las pacientes y los tipos 

histológicos de los tumores de cérvix. Con relación al VPH-18 se encontraron tres aislados 

en el análisis de muestras de tumores de origen escamoso, adenoescamoso, adenocarcinoma 

y carcinoma de células pequeñas. Uno de los hallazgos más interesantes de este estudio fue 

la asociación, aparentemente exclusiva, entre la variante africana y los tumores de origen 

escamoso. La variante europea se encontró en los 3 grupos histológicos, excepto en los 

tumores de células pequeñas. Estos datos sugieren que la variante africana pudiera estar 

asociada con un comportamiento biológico menos agresivo, dado que los carcinomas 

escamosos tienen un mejor pronóstico relativo que los tumores de origen glandular y en 

particular los carcinomas de células pequeñas. En contraste, en los carcinomas de células 

pequeñas  (Carcinomas de cérvix con el peor de los pronósticos), solo se encontró el aislado 

de referencia, lo que refuerza la idea de una mayor agresividad de esta clona con respecto al 

aislado africano. En un estudio realizado en Holanda con muestras provenientes de tres 

países, reforzó la propuesta de variantes africanas con menor capacidad oncogénica. En este 

estudio se observó la presencia de las variantes africanas de manera casi exclusiva en 

tumores de tipo escamoso, a diferencia de los adenocarcinomas, donde se observó 

principalmente la presencia de variantes de la rama Europea y AsAi.21 Además de las 

asociaciones con tipos histopatológicos, se ha determinado la frecuencia de las variantes de 

VPH en muestras con citología normal y con lesiones de alto y bajo grado.48 Se encontró a 
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la variante de la rama Africana en mayor frecuencia en muestras normales y lesiones 

premalignas; mientras que la variante Europea, aparece principalmente en lesiones de alto 

grado. Por otra parte, la distribución de la variante de referencia fue similar en los 

diferentes grados de lesión. La variabilidad nucleotídica en la secuencia gen E2, la 

asociación de estas variantes con tipos histológicos específicos, el menor riesgo de 

desarrollo de lesiones cervicales y su frecuencia en lesiones de bajo grado ha sugerido que 

las variantes de la rama Africana presentan un potencial oncogénico reducido.

4.6.1 Diferencias funcionales de la variación intratipo del virus del papiloma

Los cambios en la secuencia de los elementos codificantes y/o de las regiones de 

control podrían explicar en parte, la diversidad patogénica observada en los estudios 

epidemiológicos de las variantes de VPH 16 y 18. Sin duda, la modificación en la secuencia 

de aminoácidos en los genes E6 y E7 afecta su habilidad para unirse o interactuar con 

proteínas celulares y por lo tanto su capacidad inmortalizante y transformante. El estudio de 

la secuencia del gen E6 en variantes del VPH-16 ha mostrado que los cambios en los 

aminoácidos detectados en las variantes, se ubican dentro de regiones cruciales para la 

interacción con p53.96 El impacto de los cambios en la secuencia de a.a. de las variantes de 

E6 se traduce diferencias funcionales, tales como la degradación de p53 y en la habilidad de 

E6 para inhibir la diferenciación celular. El estudio de la funcionalidad de estos cambios en 

las variantes, demostró que la proteína E6 de la variante de la rama Asiático-Americana 

promueve la degradación en mayor grado de p53, además de mantener un mayor nivel de 

inhibición de la diferenciación en queratinocitos con respecto a la variante Europea de E6. 

La comparación de la variante AA y E con el aislado de la rama Africana, permitió 

observar que la proteína E6 degrada con menor eficiencia a la proteína p53 e inhibe menos 

la diferenciación celular con respecto a las variantes AA y Af.81  

Algunas variantes Europeas del VPH-16 contienen cambios en la secuencia de a.a. 

de la proteína E6 (L83V). La asociación de esta variante (L83V) con infecciones más 

persistentes y un mayor riesgo de progresión en lesiones de bajo grado ha propuesto un 

comportamiento oncogénico más agresivo para esta variante con respecto al aislado de 

referencia, también perteneciente a la rama Europea.49,98 Recientemente, se observó que al 

comparar esta variante con el prototipo de E6, el aislado L83V aumenta la activación de la 
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vía de señalización MAPK y potencia la transformación celular en cooperación con la vía 

Notch-1 con respecto al aislado de referencia.17 La comparación de la capacidad para 

promover la degradación de p53 y Bax entre variantes de E6 del VPH-16, demostró niveles 

similares de degradación de p53 entre el aislado de referencia y la variante L83V. No 

obstante, el aislado L83V mostró una degradación más eficiente de Bax y unión a mayor 

grado a la proteína E6BP.46 Lo que indicaría que la variación en la secuencia de 

aminoácidos de E6 del VPH-16 puede alterar la actividad de la oncoproteína y repercutir en 

su potencial oncogénico. 

Diversos estudios han sugerido que la variación en la secuencia de los sitios de 

unión de diferentes factores de transcripción dentro de la región larga de control, tales 

como AP-1, SP-1, Oct-1, TEF-1 y YY1, podría alterar la expresión de los oncogenes y la 

replicación viral. Mediante ensayos con genes reporteros, se observó que la actividad 

transcripcional de los promotores entre los aislados de la rama Europea era similar. La 

comparación con las variantes asiático-americanas y norteamericana 1, demostró mayor 

actividad en los promotores de los aislados de la rama AA y NA-1 en relación al

prototipo.42 El análisis de los promotores de variantes de las ramas Europea (aislado de 

referencia), Asiático-americana y Africana demostró diferencias muy importantes en el 

índice de replicación. Las variantes africanas y europeas mostraron el nivel más bajo de 

replicación, además de mantener la actividad transcripcional más baja con respecto a las 

variantes asiático-americanas. La posible explicación de estas diferencias podría ser la 

alteración del sitio de unión del factor SP-1 en las variantes africanas y la adquisición de un 

sitio adicional para SP-1 en las variantes americanas.37

Aunque hay pocos estudios sobre la actividad transcripcional de los promotores en 

variantes de VPH-18. Los ensayos con genes reporteros han demostrado que el promotor de 

la variante asiático-americana B18-3 mantiene una actividad mayor que algunos aislados de

la rama Europea.77 Cabe mencionar, que en este estudio no se incluyó ninguna de las 

variantes de la rama Africana. Determinar las diferencias en la actividad de las variantes de 

la rama Africana en relación a los aislados asiático-americano y europeo, podría ayudar a 

explicar el comportamiento biológico menos agresivo propuesto para la variante africana.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los cambios nucleotídicos del oncogen E6 de variantes del 

VPH-18, en relación a los aspectos funcionales de sus transcritos y proteínas. 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Amplificar y clonar los genes E6 de las variantes del VPH-18 en vectores de 

expresión para células eucariontes.

 Realizar transfecciones estables con los plásmidos construidos en las líneas 

celulares MCF-7, C33A y NIH3T3.

 Analizar la expresión de los transcritos de E6 en las líneas celulares transfectadas

con las variantes del VPH-18.

 Comprobar el patrón de expresión del oncogen E6 en tumores de cérvix positivos a 

las diferentes variantes del VPH-18.

 Determinar los niveles de las proteínas p53 y Bax presentes en las líneas celulares 

transfectadas con las variantes de E6 de VPH-18.

 Analizar el efecto de la variación intratipo del oncogen E6 de VPH-18 para 

promover la degradación in vitro de p53.

 Determinar la capacidad oncogénica de las variantes de E6 del VPH-18 en ensayos 

de formación de tumores en ratones desnudos.

 Realizar mutagénesis dirigida sobre la secuencia del gen E6, con el fin de 

determinar los cambios implicados en los distintos patrones de expresión.

 Determinar los niveles de la proteína p53 en las células transfectadas con las 

mutaciones realizadas sobre E6 de la clona africana.
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7. HIPÓTESIS

Las variantes de VPH tipo 18 encontradas en la población mexicana presentan 

diferencias funcionales con respecto a la clona de referencia en el gen E6, lo cual podría 

repercutir en la capacidad oncogénica del virus.
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8. MATERIAL Y MÉTODOS

8.1 Muestras biológicas

El material biológico para este estudio fue obtenido de biopsias de pacientes con 

tumores de origen escamoso, adenoescamoso, adenocarcinoma y carcinoma de células 

pequeñas que acudieron al Instituto Nacional de Cancerología. El ADN de estas biopsias se 

extrajo mediante métodos convencionales de digestión con proteinasa K y purificación con 

fenol-cloroformo. Estas muestras fueron identificadas previamente como positivas a VPH-

18 y clasificadas como variantes de acuerdo al análisis de fragmentos del gen L1 y de la 

región larga de control.47

8.2 Caracterización de los cambios nucleotídicos de los genes E6 y E7 de variantes del

VPH tipo 18

La identificación de los cambios presentes en el marco de lectura de los oncogenes E6 y 

E7 presentes en las variantes del VPH tipo 18, se determinó mediante la amplificación por 

PCR con oligonucleótidos específicos (Tabla 1) y secuenciación directa con el sistema 

Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia 

Biotech). El radioisótopo de fósforo-33 (Amersham Pharmacia Biotech) para el marcaje de 

los nucleótidos terminales. La mezcla de la reacción se sometió a 50 ciclos de 

amplificación bajo las siguientes condiciones: 95º C por 30 segs, 50º C por 30 segs y 72º C 

por 1 min. El producto obtenido se desnaturalizó a 70º C por 10 min. La electroforesis del 

en un gel desnaturalizante de acrilamida al 30% con 8% de urea, a un voltaje de 1800 volts 

y 70 Watts, por un tiempo de 2.5hrs. El gel de acrilamida se expuso a una placa fotográfica 

XK-1(Kodak) para obtener la secuencia de los plásmidos. La lectura se determinó de forma 

manual y las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos del compendio del 

VPH para determinar los cambios de las variantes.85

8.3 Cultivo celular

Las líneas celulares MCF-7 (Cáncer de mama), C33A (Cáncer de cérvix) y NIH-

3T3 (Fibroblastos de ratón) se cultivaron en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de 

suero bovino fetal, a una temperatura de 37°C al 5 % de CO2.
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8.4 Construcción de los vectores de expresión con los aislados de E6 de VPH-18

Las variantes del oncogen E6, así como la clona de referencia se clonaron en 

vectores de expresión en células eucariontes. El proceso de clonación de insertos de ADN 

en vectores de expresión se describe a continuación: La amplificación del marco de lectura 

de las variantes de E6 de VPH-18, se realizó a través de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), con el uso de oligonucleótidos específicos (Tabla 1). Estos 

oligonucleótidos amplifican un fragmento de 495 pb (del nucleótido 105 al 581), con 

diferentes sitios de restricción dependiendo del vector de expresión a usar. Se utilizaron los 

vectores de expresión pcDNA 3.1 (Invitrogen) y pxj40 (Proporcionado por el Dr. E 

Manser); ambos vectores contienen un promotor de citomegalovirus y genes de resistencia 

a diferentes antibióticos (Ampicilina y Geneticina), además de diferentes sitios de 

reconocimiento para enzimas de restricción (Figura 4). La diferencia más importante entre 

los vectores consiste en la presencia de una secuencia nucleotídica, que genera una proteína 

de fusión en el extremo carboxilo de la proteína de interés denominada “Flag”. Esta 

secuencia permite la identificación indirecta de la proteína  E6 con anticuerpos comerciales 

anti-Flag (Sigma).

Tabla 1. Oligonucleótidos específicos para la secuencia de los genes E6 y E7

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleótidos empleados para la amplificación de las variantes del gen 

E6 y E7. La secuencia de los sitios de restricción de las enzimas utilizadas para la clonación en los vectores de 

expresión se indica en negritas.

Nombre del 

oligonucleótido

Sitio de corte Secuencia (5´ 3´) Tamaño del 

producto 

(pb)

E6 pcDNA sentido Bam HI 5´-GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA –3´ 495

E6 pcDNA antisentido Eco RI 5´- GGG GAA TTC TTA TAC TTG TGT TTC TCT GCG TCG – 3´

E6 pxj40 sentido Bam HI 5´-GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA –3´ 495

E6 pxj40 antisentido Hind III 5´- GGG AAG CTT TTA TAC TTG TGT TTC TCT GCG TCG – 3´

E7 sentido Bam HI 5´- GGG GGA TCC ATG CAT GGA CCT AAG GCA ACA TTG – 3´ 336

E7 antisentido Eco RI 5´- GGG GGA ATT CTT ACT GCT GGG ATG CAC ACC ACG – 3´
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Las secuencias amplificadas de las variantes de E6 se purificaron mediante 

columnas (Roche) y se trataron con diferentes enzimas de restricción. Para la clonación de 

las variantes de E6 en el vector pcDNA3.1, se utilizaron las enzimas Eco RI y Bam HI 

(Gibco). En el caso del vector pxj40, la digestión se realizó con las enzimas Hind III y Bam

HI (Gibco). Las condiciones empleadas para la digestión son las siguientes; 500 ng del 

producto purificado, 1 U de la enzima de restricción, 1X del buffer de reacción y el 

volumen de agua necesario para obtener un volumen de 50 μl. La digestión se realizó

durante 2 hrs a 37°C. Para la digestión de los vectores, la reacción consistió en digerir 2 μg 

del vector con 2 U de sus respectivas enzimas en presencia de una concentración de 1X de 

buffer de reacción. El volumen final de la reacción fue 50 μl y el tiempo de digestión fue de 

3 hrs a 37°C. Los fragmentos de las variantes de E6 y vectores digeridos se purificaron 

mediante columnas para su ligación.

La unión de las secuencias de E6 digeridas a sus respectivos vectores fue catalizada 

por la enzima “T4 DNA ligasa” (Gibco). La ligación se realizó a una temperatura de 16 ºC 

durante 12 hrs. Las condiciones fueron las siguientes: 2 μl del vector digerido, 20 μl del 

fragmento amplificado digerido, 4 μl del buffer de reacción y 1 U de ligasa en un volumen 

de 40 μl.

Las bacterias utilizadas para transformación son las cepas de Escherichia coli DH5-

alfa. La transformación de las bacterias competentes se realizó con 50 ng de los plásmidos 

recombinantes. El crecimiento de bacterias transformadas se realizó en medio de Luria 

Bertani (Sigma) suplementado con 150 µg/ml de ampicilina a 37 °C durante 12 hrs. La 

amplificación, extracción y purificación de los plásmidos se realizó mediante columnas de 

purificación (Qiagen). La presencia de los diferentes genes de E6 dentro de los plásmidos 

se corroboró por la digestión los plásmidos obtenidos y secuenciación de los fragmentos 

obtenidos.
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Figura 4. Mapa del vector de expresión pcDNA.

8.5 Transfección celular con los plásmidos con las variantes de E6 del VPH-18

Las líneas celulares MCF-7, C33A y NIH3T3 se transfectaron con los plásmidos de 

expresión de los genes E6 variantes de VPH-18. La transfección de las líneas celulares se 

realizó mediante liposomas, Lipofectin Reagent (Gibco BRL). La cantidad de ADN 

transfectado fue de 4 µg de cada plásmido. Como control positivo de la transfección se 

utilizó al plásmido GFP (Green fluorescent protein), el cual genera una proteína en las 

células transfectadas que emite una fluorescencia verde al observarse en luz UV.

Con el objetivo de generar clonas celulares con una expresión estable de las 

variantes del gen E6, las células transfectadas se seleccionaron con geneticina (Sigma). El 

tratamiento de las células transfectadas se inició 24 hrs posteriores a la transfección y la 

concentración empleada fue de 800 μg/ml de medio. El proceso de selección se mantuvo 

constante durante el cultivo de las células. La selección de clonas estables se realizó 

mediante dilución. Los plásmidos pcDNA y pxj40 se transfectaron de igual forma que las 

construcciones de E6 para ser utilizados como control.

Figura 4. Vector de expresión para células 

eucariontes pcDNA 3.1 (5446 pb). El 

plásmido pcDNA contiene un promotor de 

citomegalovirus y genes de resistencia a 

Ampicilina y Neomicina.
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8.6 Expresión de transcritos del gen E6 de variantes del VPH-18 en líneas celulares y 

tumores de CaCU

La expresión del transcrito de las variantes del oncogen E6 en las clonas 

transfectadas se analizó a través de ensayos de reacción en cadena de la transcripción 

reversa (RT-PCR). Para la extracción el ARN total se utilizó el sistema RNAeasy 

(Invitrogen). El procedimiento empleado en la obtención del ARN total de los tumores se 

describe a continuación: Las biopsias de tumores positivos a VPH-18, previamente 

clasificados como variante Europea, variante Africana y clona de referencia (AsAi), se 

disgregaron con un homogenizador en un volumen de 500 μl de solución de lisis del 

sistema RNAeasy (Invitrogen).  La cuantificación y determinación de la calidad del ARN 

se realizó mediante espectrofotometría y con geles desnaturalizantes de formamida, 

respectivamente.

La síntesis del ADN complementario se realizó a través del sistema de trascripción 

reversa utilizando 1 μg de ARN total. El ADNc se utilizó para analizar de la expresión de 

los transcritos de E6 con los oligonucleótidos específicos para E6. 

8.7 Extracción de proteínas y western blot de E6, p53 y Bax

Para la extracción de las proteínas totales, las células transfectadas con los 

diferentes aislados de E6 se trataron con 300 μl solución de lisis celular suplementado con 

inhibidores de proteasas (100 mM Tris (pH 8),100 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 1% 

apoprotein, 1 mM PMSF). La calidad de las proteínas obtenidas se corroboró mediante la 

electroforesis de las mismas en geles de poli-acrilamida teñidos con azul de coomasie al 

2%. La detección de las proteínas E6, p53 y Bax se llevó acabo mediante anticuerpos 

específicos (Santa Cruz Biotechnology). Para los ensayos de western blot se emplearon 15 

μg de los extractos protéicos totales. Estas proteínas se separaron en geles de poliacrilamida 

del 10% (en el caso de E6, la concentración del gel fue al 18%) para su transferencia a 

membranas de nitrocelulosa en cámara húmeda (Amersham). La incubación con el 

anticuerpo primario se realizó durante toda la noche a 4 °C utilizando una dilución 1:1000 

del anticuerpo primario. Para la detección del complejo proteína-anticuerpo primario se 

emplearon anticuerpos peroxidados utilizando el sistema de quimioluminicencia (ECL) 

para su visualización. La normalización de la cantidad de proteínas totales  se determinó 
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utilizando anticuerpos que reconocen a la Actina, una proteína que se expresa de forma 

constitutiva (Santa Cruz Biotechnology).

8.8 Ensayo de degradación in vitro de p53

El ensayo de degradación in vitro de p53 se llevó a cabo a través del sistema de 

transcripción y traducción in vitro en lisados de reticulocitos de conejo (Promega). El 

marco de lectura de los diferentes aislados de E6, así como de p53 contenidas dentro del 

plásmido pcDNA fueron utilizadas como templados para la obtención de las proteínas 

correspondientes. La transcripción y traducción de las proteínas se realizó de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Con el objetivo de monitorear los niveles de degradación de la 

proteína p53, la síntesis de esta proteína se llevó a cabo en presencia de metionina marcada 

con el radioisótopo azufre-35. La determinación de los niveles de degradación de p53 se 

describe a continuación: 10 μl de la proteína p53 [S35] traducida in vitro se incubaron con 5 

μl de cada uno de los diferentes aislados de la proteína E6 traducida de igual forma. La 

incubación se realizó durante 3 hrs. a 30 °C, la reacción de degradación se detuvo mediante 

la adición de la solución de carga de proteínas. El producto de esta reacción se visualizó por 

fluorografía posterior a su separación en un gel de poli-acrilamida.

8.9 Ensayo de formación de colonias en agar suave

Las células inmortalizadas de fibroblastos de ratón NIH-3T3 transfectadas con los 

aislados de E6 y pcDNA se emplearon en el ensayo de formación de colonias 

independientes de anclaje. Para evaluar la independencia de anclaje celular se determinó la 

formación de colonias en agar suave. Se resuspendieron 3 x 103 células en 0.5 ml de medio 

conteniendo 10%  de SFB, 4.5 g/l glucosa, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml 

estreptomicina y 0.5 % de agarosa de bajo punto de fusión (Sigma). La mezcla se colocó 

sobre 0.5 ml de medio sólido constituido de DMEM con 0.7 % de agarosa en cajas de 24 

pozos. Las colonias se contaron 15 días más tarde. El ensayo se realizó por triplicado.

8.10 Generación de tumores en ratones desnudos Balc/Nu

Para el ensayo de generación de tumores en ratones desnudos se utilizaron ratones 

hembras BALB/c-Nu de 6 a 8 semanas de edad. Estos ratones se inyectaron con las células 
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NIH-3T3 transfectadas con los aislados de E6 y con vector pcDNA, cada grupo estaba 

formado por 8 ratones. Las células transfectadas se despegaron con tripsina al 1% y se 

cuantificaron 1 x 106 células para inyectar subcutáneamente cada flanco de los ratones en 

un volumen de 200 μl de DMEM/F12. La medición de los tumores se realizó cada semana 

usando un vernier para medir el diámetro de los tumores y el volumen tumoral se calculó 

con la siguiente formula: Vt= (2ab) π/6, donde “a” y  “b” corresponde al diámetro mayor y 

al diámetro menor del tumor respectivamente. Al cabo de un mes posterior a la inyección 

de las células, los ratones se sacrificaron para analizar las características histológicas de los 

tumores.

8.11 Mutagénesis dirigida sobre el marco de lectura de E6

Para generar los cambios presentes en la secuencia del oncogen E6 de la variante 

Africana sobre el plásmido que contiene la secuencia de referencia del oncogen E6 

(excepto aquellos cambios compartidos con el aislado Europeo de E6), se utilizó el sistema 

de mutagénesis dirigida al sitio transformador (Clontech). La secuencia de los 

oligonucleótidos empleados y la posición de los cambios que se generaron se describe a 

continuación, el nucleótido a cambiar se encuentra subrayado: T251C (5’-

GAATTTGCATTCAAAGATTTATTTG-3’); G266A (5’-GATTTATTTGTAGTGTAT

AGAG-3’); T317C (5’-GTATAGATTTCTATTCTAGAATTAG-3’); C342T (5’-

GAATTAAGATATTATTCAGAC-3’); G374A (5’-GAGACACATTAGAAAAAC 

TAAC-3’); C491A (5’-GATTTCACAAAATAGCTGGGC-3’); y A458G (5’-

GACAGGAGCGACTCCAACGAC-3’). Para la selección de los aislados con las 

respectivas mutaciones se modificó el sitio de unión de la enzima de restricción Sma I (5’-

CTCCCGGTAGCTTGTATATC-3’). La presencia de los cambios nucleotídicos de la 

variante africana de E6 en las clonas obtenidas del aislado de referencia se confirmó 

mediante secuenciación. Los diferentes plásmidos obtenidos se utilizaron para transfectar la 

línea celular MCF-7. El RNA total y las proteínas totales se obtuvieron de las células 

transfectadas para analizar los patrones de expresión de E6 mediante RT-PCR y los niveles 

de proteínas celulares mediante western blot.
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9. RESULTADOS

9.1 Amplificación y caracterización de los cambios en las variantes de los oncogenes 

E6 y E7 de VPH-18

La amplificación del marco de lectura de las variantes de los oncogenes E6 y E7 se 

obtuvo de muestras previamente identificadas y clasificadas como aislado de referencia, 

variante Europea y Africana a través del análisis del gen L1.47 El análisis de la variación 

intratipo en los oncogenes virales se realizó mediante secuenciación directa con 

oligonucleótidos específicos para el marco de lectura de los genes E6 y E7 (Tabla 1).

La secuencia del marco de lectura del oncogen E6 de la variante Europea demostró la 

presencia de 3 cambios silenciosos en las posiciones 287, 485 y 549, con respecto a la 

variante Asiática Amerindia (referencia). En el caso de la variante Africana, la secuencia de 

E6 presenta 10 cambios (251, 266, 287, 317, 342, 374, 485, 491, 548 y 549). Dos cambios 

generan la transición de los aminoácidos histidina por tirosina en la posición 342 y 

asparagina por lisina en la posición 491. Cabe mencionar que el sitio 491, es un sitio 

conservado entre los VPH de alto riesgo, por lo cual su cambio podría afectar el 

comportamiento biológico del oncogen E6 en la variante Africana. En el caso de la 

secuencia del oncogen E7, una secuencia más conservada entre los papilomas, las variantes 

estudiadas presentan menos cambios. La variante Europea presenta solo un cambio en la 

posición 751 (C x T) sin llegar afectar la secuencia de la proteína. Al estudiar la secuencia 

de la variante Africana se observó la presencia de 2 cambios en las posiciones 640 (C x T) 

y 864 (A x G). El cambio en la posición 864 genera una transición en el codón que codifica 

para asparagina presente en el aislado de referencia a serina en la variante Africana (Tabla 

2).

La presencia de esta variación intratipo en los oncogenes virales, en particular aquellos 

cambios que resultan en la transición en los aminoácidos, podría afectar la forma en que las 

proteínas E6 y E7  se traducen o interactúan con otros elementos celulares, lo cual resultaría 

en fundamento muy lógico para el comportamiento biológico diferencial observado entre 

las variantes del VPH-18.
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Tabla 2. Secuencia de los cambios en los oncogenes E6 y E7 de variantes del VPH-18

Cambios en el Oncogen E6 Cambios en el Oncogen E7

2

5

1

2

6

6

2

8

7

3

1

7

3

4

2

3

7

4

4

8

5

4

9

1

5

4

8

5

4

9

Compendium de 

VPH

6

4

0

7

5

1

7

7

0

8

0

6

8

6

4

8

6

5

Compendium 

de VPH

AsAi T G C T C G T C A C C C A G A C

E -- -- G -- -- -- C -- -- A (HPV18v2E67) -- T -- -- -- -- (101)

Af C A G C T A C A G A T -- -- -- G -- (4039)

Cambios en la Oncoproteína Cambios en la Oncoproteína

4

9

5

4

6

1

7

1

8

0

9

0

1

2

7

1

2

9

1

4

8

1

4

9

1

7

5

4

6

1

7

3

9

2

9

2

AsAi Phe Val Pro Phe His Leu Phe Asn Arg Arg Pro Ala Met Glu Asn Asn

E -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- (HPV18v2E67) -- -- -- -- -- -- (101)

Af -- -- -- -- Tyr -- -- Lys -- -- -- -- -- -- Ser -- (4039)

Tabla 2. Alineamiento de la secuencia de los genes y proteínas E6 y E7 del aislado de referencia 

(AsAi) con la secuencia de las variantes identificadas de la rama Europea (E) y Africana (Af). Las posiciones 

a nivel de nucleótido y aminoácido que permanecen sin cambios en las variantes de indica de la siguiente 

forma (--).

9.2. Análisis de la expresión de las variantes del oncogen E6 de VPH-18 en las líneas

celulares transfectadas y tumores de CaCU

Con el objetivo de determinar si los cambios presentes en las variantes del oncogen E6 

afectan su expresión,  la línea celular de cáncer de mama, MCF-7  se transfectó con las 

variantes de E6 clonadas en los vectores pcDNA 3.1 y pxJ40. Las células transfectadas con 

el vector vacío se utilizaron como control. Las células transfectadas se seleccionaron con el 

antibiótico geneticina durante 4 semanas para obtener clonas estables. Posterior a la 

selección celular, se realizó una clonación por dilución para obtener diferentes clonas 

celulares. La integridad de gen E6 en cada una de las clonas se analizó mediante la 
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obtención del ADN y la amplificación del marco de lectura de E6 por medio de PCR con 

oligonucleótidos específicos. Este procedimiento se realizó en cada una de las clonas de las 

respectivas variantes de E6. La selección de las clonas celulares con geneticina se mantuvo 

durante todo el tiempo que se cultivaron las células. 

La determinación del patrón de expresión del oncogen E6 de la variantes del VPH-18,  

se realizó mediante la extracción del ARN total de las clonas y se analizó mediante RT-

PCR. El análisis de expresión demostró diferencias muy importantes en la expresión de los 

transcritos del oncogen E6. Como se puede observar en la figura 5a, las células 

transfectadas con la variante Europea y de referencia expresan mayores niveles del 

transcrito completo del gen E6. Las clonas transfectadas con la variante Africana de E6, si 

bien expresan el transcrito completo de E6, la mayor proporción la representa el transcrito 

E6*I. La identidad del transcrito E6*I se corroboró por secuencia, mediante la 

determinación del sitio donador en la posición 233 y el sitio aceptor en la posición 416.

Para comparar los patrones de expresión de las variantes del gen E6 observados en la 

línea celular MCF-7 de mama con otra línea celular, pensando que el patrón de expresión 

observado depende de la línea celular, la transfección de la línea celular C-33A de cérvix se 

realizó con las variantes del gen E6 clonadas en el vector pxJ40. De igual forma que en las 

células MCF-7, las células C-33A transfectadas se seleccionaron y se clonaron por dilución 

para la obtención de clonas estables. La integridad del gen E6 en las clonas celulares fue 

analizada mediante su amplificación por medio de PCR. En la figura 5b se puede observar 

el patrón de expresión de las clonas de la línea C-33A obtenidos por RT-PCR. De manera 

similar a las células MCF-7 transfectadas, las células C-33A transfectadas con el aislado de 

Referencia y variante europea presentan mayores niveles de expresión del transcrito E6 con 

respecto al transcrito E6*I. La variante Africana por el contrario mantiene mayores niveles 

de expresión del transcrito E6*I. Estos ensayos se realizaron por triplicado usando 

diferentes clonas, confirmando que el resultado obtenido en las clonas celulares de la línea 

MCF-7 es reproducible en la línea celular C-33A.

De manera paralela al análisis de expresión de las variantes de E6 en las líneas celulares 

transfectadas y con el objetivo de determinar el patrón de transcripción del oncogen E6 en 

biopsias de CaCU positivas a VPH-18, se analizaron 11 biopsias de CaCU. La 
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caracterización de los aislados presentes en los tumores demostró la presencia del aislado 

asiático-americano en cuatro tumores, la variante Europea estaba presente en seis tumores, 

mientras que tres tumores resultaron positivos a la variante Africana. 

Figura 5. Expresión del oncogen E6 de variantes del VPH-18 en líneas celulares.

Figura 5. Análisis de expresión del gen E6 de las variantes del VPH-18. a) El patrón de expresión de 

las variantes de E6 clonadas en el vector pcDNA se determino en diferentes clonas celulares obtenidas de la 

transfección de la línea celular MCF-7, cada columna indica diferentes clonas analizadas. b) Ensayo semi-

cuantitativo de la expresión de E6 de las variantes clonadas en el vector pxJ40 transfectadas en la línea celular 

C-33A, la expresión se normalizó con la amplificación de un fragmento del gen actina. c) Expresión de E6 en 

los tumores de CaCU, T1-T4 corresponde al aislado de referencia, en el caso de las muestras T5-T8 contienen 

la variante Europea y los tumores del T9-T11 contienen al aislado de la rama Africana del VPH-18.
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El patrón transcripcional de las variantes de E6 se estudió a través de RT-PCR, 

observando una correlación muy importante entre el resultado obtenido entre las células 

transfectadas con el patrón de expresión de E6 en las biopsias de los tumores. Una mayor 

expresión del transcrito E6 completo en los tumores con el aislado de referencia, así como 

en los tumores con la variante Europea. Con respecto a los tumores con la variante 

Africana, de manera similar a las células transfectadas, se observó un patrón de expresión 

con una predominante expresión del transcrito E6*I con respecto al transcrito completo de 

E6 (Figura 5c). Estos resultados sugieren que los cambios presentes en la variante Africana 

de E6 afectan el procesamiento del transcrito de E6, resultando en la reducción en los 

niveles del transcrito completo de E6.

9.3. Niveles de expresión de la proteína E6, p53 y Bax en las líneas celulares 

transfectadas con las variantes del oncogen E6

Con la finalidad de conocer el efecto del patrón de expresión  de E6 observado en 

las variantes sobre los niveles de sus respectivas proteínas, se determinaron los niveles de 

las proteínas E6 en las clonas celulares. Como se puede observar, las células transfectadas 

con el aislado de referencia y la variante Europea mantienen mayores niveles de proteína 

E6 con respecto a las células con la variante Africana, donde los niveles de proteína E6 son 

mínimos. El mismo resultado se observó en las diferentes clonas celulares analizadas. Si 

bien, los niveles de expresión del transcrito completo de E6 de las variantes correlacionó 

con los niveles de proteínas de E6, mediante estos ensayos no se logró detectar a la proteína 

E6*I en las células transfectadas (Figura 6a). 

La proteína supresora de tumores p53 es el blanco celular más conocido de la 

oncoproteína E6. E6 promueve la degradación de p53 al formar un complejo con la 

proteína celular E6AP, lo que permite una interacción de manera directa con p53 para 

degradarla a través del sistema de degradación proteosómica. Con el objetivo de conocer 

los niveles de la proteína p53 presentes en las células transfectadas con los diferentes 

aislados de E6, los niveles de la proteína p53 se analizaron mediante western blot 

empleando anticuerpos específicos. Las células transfectadas con el vector vacío se 

emplearon como control. La presencia de la oncoproteína E6 en las células transfectadas 
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con los aislados de la variante Asiático-americana y Europea resultó en bajos niveles de 

p53 con respecto a las células control. La reducción en los niveles de la proteína E6, 

observada en las células transfectadas con la variante Africana se refleja en mayores niveles 

de la proteína p53 con respecto a las células con los aislados de referencia y europeo 

(Figura 6b).

Figura 6. Niveles celulares de las proteínas E6, p53 y Bax en las líneas celulares 

transfectadas.

Figura 6. Efecto de la expresión diferencial de las variantes de E6 de VPH-18 sobre los niveles de la 

proteína E6 y p53. Las proteínas totales obtenidas de las clonas de las células MCF-7 transfectadas con la 

variantes de E6 se analizaron mediante anticuerpos específicos para la proteína E6, p53 y Bax. Las células 

transfectadas con el vector vacío se emplearon como control. La cantidad de proteína utilizada se normalizó 

de acuerdo a los niveles de una proteína constitutiva (Actina). 
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Para correlacionar los niveles de p53 presentes en las células transfectadas con las 

diferentes variantes, con otras proteínas involucradas en apoptosis dependientes de p53, se 

analizaron los niveles de la proteína Bax. Esta proteína se encuentra bajo la acción de p53, 

de tal forma que p53 activa su transcripción para iniciar la apoptosis celular. Se observó

que los niveles de Bax correlacionaron con los niveles de p53 en cada una de las variantes. 

Los aislados de E6 de la rama Africana al mantener mayores niveles de p53 contienen 

mayores niveles de la proteína Bax. En el caso de las células con el aislado de referencia, 

los niveles de Bax son mínimos, resultado que correlaciona con los niveles de p53 

observados en las células con este aislado (Figura 6c).

9.4 Efecto de la variación intratipo de E6 sobre la degradación in vitro de p53

Los ensayos de expresión de los transcritos de E6 de las variantes de VPH-18 

demostraron diferencias muy importantes en el patrón de expresión, los cuales afectan los 

niveles de la proteína E6 presentes en las células. Los aislados europeo y asiático-

americano de E6 mantienen mayores niveles de la proteína E6 en relación a la variante 

Africana, la cual presenta menores niveles del transcrito E6 completo como resultado de un 

mayor nivel de expresión del transcrito E6*I. Estos resultados son una importante evidencia 

de que los cambios presentes en la secuencia del gen E6 de las variantes de VPH-18 afectan 

la expresión y los niveles de traducción de la proteína E6. Sin embargo, las variaciones 

presentes en el aislado africano de E6 no solamente podrían afectar la expresión de E6, los

cambios que se generan a nivel de aminoácidos en la variante de E6 podrían alterar la 

interacción con otras proteínas celulares, tales como p53. Para estudiar el efecto de los 

cambios en aminoácidos identificados en la variante africana de E6 sobre la degradación in

vitro de p53, se utilizó el sistema de transcripción y traducción in vitro en reticulocitos de 

conejos. Este sistema permite evaluar las diferencias en la capacidad de las variantes 

asiático-americana y africana de E6 para promover la degradación de p53 independiente de 

las diferencias observadas a nivel de transcripción. La transcripción y traducción en 

reticulocitos mantiene el sistema de degradación proteosómica utilizado por E6 para 

promover la degradación de p53, no obstante, el mecanismo implicado en el procesamiento 

de transcritos se encuentra ausente.
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Para monitorear la degradación de p53 en presencia de las variantes de E6, la traducción 

in vitro de p53 se realizó utilizando el aminoácido cisteína marcada con el radioisótopo S35. 

La incubación de p53 con la proteína E6 referencia claramente reduce los niveles de p53, 

con respecto al control de carga. Como podría esperarse la degradación de p53 fue 

dependiente de la concentración de E6 y del tiempo de interacción entre ambas proteínas, 

es decir, el aumento en la concentración de la proteína E6 resulta en una mayor degradación 

de p53 (Figura 7). Con respecto a capacidad de la variante africana de E6 para promover la 

degradación de p53, se observó que el nivel de degradación fue similar al que presenta el 

aislado de referencia de E6. Si bien los cambios en la secuencia de nucleótidos del gen E6 

de la variante africana afectan su patrón de expresión, los cambios que se observan en la 

secuencia de aminoácidos no afectan la capacidad de E6 para promover la degradación de 

p53 (Figura 7).

Figura 7. Ensayos de degradación in vitro de p53.

1 hora

3 hrs.

Figura 7. Degradación in vitro de p53 en presencia del aislado de referencia y de la variante Africana 

de E6. Las diferencias en la capacidad de E6 para promover la degradación de p53 entre las variantes 

AsAi y Af se determinaron a través de la traducción in vitro de p53 en presencia de cisteína marcada con 

S35. Para confirmar la degradación dependiente de la concentración y del tiempo, la cantidad de E6 

utilizada se aumentó al doble y se analizaron 2 tiempos de incubación. El control de carga refleja la 

cantidad de proteína p53 traducida in vitro empleada en cada uno de los ensayos.
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9.5. Determinación de la capacidad oncogénica de las variantes de E6 de VPH-18

La habilidad de generar colonias independientes del anclaje en agar suave y de formar 

tumores en ratones atímicos son las características más importantes que distinguen a las 

células transformadas. La transfección de la línea celular NIH-3T3, una línea celular 

inmortalizada de origen murino, permitió evaluar las diferencias de las variantes del 

oncogen E6 para transformar el comportamiento biológico de esta línea celular. 

La formación de colonias de las células NIH-3T3 transfectadas con las variantes de E6 

se determinó mediante su crecimiento en agar suave. Después de dos semanas de 

incubación se determinó el número de colonias para cada variante de E6, cada ensayo se 

realizó por triplicado. Las células NIH-3T3 transfectadas con el vector vacío se utilizaron 

como control. El número de colonias obtenido por cada variante demostró diferencias muy 

importantes en la capacidad de E6 para promover la transformación de esta línea celular. El 

promedio de colonias obtenido por el aislado de referencia de E6 fue muy similar al 

observado para el aislado de la rama europea. Por el contrario, las diferencias entre el 

número de colonias en las células con el aislado africano de E6 con respecto a la referencia 

y variante europea fue notoria. El número de colonias observado en las clonas con la 

variante africana fue de 5 a 4 veces menor en relación al promedio de colonias para el 

aislado de referencia  y variante europea de E6 respectivamente (Tabla 3). Cabe mencionar 

que además de que la variante africana de E6 generó menos colonias, su tamaño fue 

visiblemente menor en relación a las colonias obtenidas con las variantes Asiático-

americana y Europea.

Para corroborar los resultados observados in vitro, se evaluó la habilidad de las células 

NIH-3T3 transfectadas con las variantes de E6 para generar tumores in vivo en ratones 

desnudos. Las células NIH-3T3 transfectadas con el aislado de referencia de E6 generaron 

tumores que aparecieron a las dos semanas de la inoculación, el volumen observado a las 

cuatro semanas fue superior a los 100 mm3. En el caso de las células con el aislado 

europeo, aunque el tiempo de aparición de los tumores fue de tres semanas, el volumen 

tumoral fue mayor a los 100 mm3. Para las células transfectadas con la variante africana de 

E6, la generación de tumores se hizo visible a partir de la cuarta semana, alcanzando un 

volumen máximo de 8 mm3. Cabe mencionar que aunque el desarrollo tumoral de las 
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células con la variante africana fue menor al obtenido con las variantes asiático-americana 

y europea, a las nueve semanas la variante africana alcanzó un volumen tumoral de 

aproximadamente 100 mm3, similar al observado con las otras variantes a las cuatro 

semanas. Las células transfectadas con el vector vacío se utilizaron como control y no se 

observó desarrollo tumoral durante el tiempo que duró el ensayo. Los tumores 

desarrollados se emplearon para analizar las características anatomopatológicas y obtener 

cultivos primarios. La observación con hematoxilina-eosina demostró un mayor índice de 

mitosis, con núcleos más grandes y pleomórfico en los tumores de los aislados asiático-

americano y europeo, que los tumores obtenidos con la variante africana.

Tabla 3. Formación de colonias independientes de anclaje y tumores en ratones 

desnudos de las variantes de E6 del VPH-18.

Formación de colonias 

independiente de anclaje (No de 

colonias)

Formación de tumores en 

ratones desnudos (mm3)

pcDNA 3-5 0

E6 AsAi 57-82 (75) 113-130

E6 E 37-59 (45) 103-182

E6 Af 5-18 (8) 1.4-8

Tabla 3. Resultados del análisis de las variantes de E6 en su capacidad para generar colonias 

independientes de anclaje en agar suave y para formar tumores en ratones desnudos BALB/c-N. Los datos 

presentados representan los rangos obtenidos de 4 experimentos diferentes y la media de los valores se 

indica entre paréntesis.

9.6 Mutagénesis dirigida de los cambios en la secuencia de las variantes del gen E6

La diferencia entre la secuencia de aminoácidos de E6 de los tipos de alto riesgo y bajo 

riegos determina la habilidad de las proteínas E6 para promover la degradación de p53.80

No obstante, el efecto de los cambios en la secuencia nucleotídica sobre la expresión y 

procesamiento de los transcritos de E6 no se conoce por completo. La proteína E6 se 
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traduce a partir del transcrito bicistrónico E6/E7, sin embargo el procesamiento alternativo 

entre el sitio donador y los sitios aceptores presentes en la secuencia de E6 genera los 

transcritos E6*I-IV. El análisis de expresión de las variantes de E6, demostró que la 

variante africana de E6 expresa mayores niveles de E6*I con respecto al transcrito 

completo de E6, mientras que los aislados de referencia y europeo mantienen una mayor 

proporción del transcrito completo de E6. Para determinar si lo cambios presentes en la 

variante africana de E6 podrían estar implicados en el patrón de expresión observado, se 

realizó mutagénesis sobre la secuencia de referencia de E6 y se analizó la expresión de los 

transcritos de E6. La secuencia de E6 del aislado de referencia se modificó de acuerdo a los 

cambios reportados en la variante africana de E6. Los cambios en la variante africana 

compartidos con el aislado europeo se omitieron por presentar el mismo patrón de 

expresión que el aislado de referencia. Al determinar la expresión de E6 en las clonas del 

aislado de referencia de E6 mutantes, se observó que solamente el cambio en la posición 

491 revierte el patrón observado para esta variante (Figura 8a). Se puede observar cómo el 

aislado de referencia de E6 presenta una mayor expresión del transcrito E6 completo, sin 

embargo, la mutagénesis sobre el aislado de referencia de E6 en el sitio C491A genera un 

patrón de expresión similar al observado con la variante africana. Cabe mencionar que 

aunque la posición G374A se localiza cerca del sitio de rama que se utiliza durante el 

procesamiento del transcrito, dicho cambio no tuvo efecto sobre el patrón de expresión de 

E6.

Las células MCF-7 transfectadas con el aislado de referencia, variante africana, mutante 

G374A y C491A se emplearon para estudiar el efecto de la mutagénesis sobre los niveles 

de p53. Como se observó previamente, el aislado de referencia de E6 mantiene bajos 

niveles de p53, sin embargo, la mutación C491A sobre el aislado de referencia produce 

mayores niveles de la proteína p53. Los niveles de p53 en la mutante C491A correlaciona 

con la expresión en mayor proporción del transcrito E6*I. Se puede observar como la clona 

de referencia con la mutación G374A, al no modificar el patrón de expresión observado 

para el aislado de referencia y expresar mayores niveles del transcrito completo, presenta 

menores niveles de p53 (Figura 8b). Es importante destacar que la posición 491 es un sitio 

conservado entre los VPH oncogénicos.68
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Figura 8. Mutagénesis de los cambios en la secuencia del oncogen E6 de VPH-18.

Figura 8. Efecto de la mutagénesis de los cambios presentes en la variante africana sobre el 

aislado de referencia de E6. a) Las células MCF-7 transfectadas con la mutante C491A cambia el patrón 

del aislado de referencia de E6. El patrón de expresión de las variantes AsAi y Af se incluye como control. 

b) Niveles celulares de la proteína  p53 en células transfectadas con los aislados AsAi, Af y referencia con 

los cambios G374A y C491A.

E6

E6*I

a)
A

sA
i

T
25

1C

G
26

6A

T
31

7C

C
34

2T

G
37

4A

A
54

8G

C
49

1A

A
f-

1

A
f-

2

b)

A
sA

i-
1

A
sA

i-
2

A
f-

1

A
f-

2

G
37

4A

C
49

1A

p53

Actina

Neevia docConverter 5.1



10. DISCUSIÓN

La infección persistente con el virus del papiloma de alto riesgo representa el 

principal factor de riesgo para el desarrollo del cáncer cérvico-uterino.11  El inicio de la 

vida sexual a temprana edad y el número de parejas sexuales, son factores de riesgo 

implicados en el desarrollo del cáncer de cérvix.88 Sin embargo, factores virales tales, como

la integración del genoma viral al genoma celular, la expresión constante de los oncogenes 

virales y la variación intra-tipo son considerados como elementos muy importantes en la 

carcinogénesis inducida por el VPH. La variación intra-tipo se ha empleado principalmente 

para estudiar la distribución geográfica del VPH. Recientemente se ha determinado que la 

variación intra-típica puede ser un factor muy importante para determinar el riesgo de 

desarrollo de CaCU y que podría explicar en parte las diferencias observadas en las 

patologías asociadas con el VPH.

El cáncer cérvico-uterino constituye un grave problema de salud reproductiva en la  mujer.

Anualmente se detectan cerca de 500,000 casos nuevos y aproximadamente el 50% de las

mujeres mueren a causa de esta enfermedad, la gran mayoría de estas muertes ocurren en 

países en vías de desarrollo.86 Tal es el caso de México, donde el CaCU ocupa los primeros 

lugares de morbilidad y mortalidad en mujeres.70 Se ha propuesto que uno de los factores 

que podría estar implicada en la alta incidencia de CaCU observado en la población 

mexicana es la variación intratipo del VPH-16. Mediante el estudio de la prevalencia de 

diferentes variantes de VPH-16, se ha observado que las variantes de la rama asiático-

americana del VPH-16 presenta una alta prevalencia en la población mexicana, que varia 

desde un 23% hasta un 88%.8,15 Los estudios moleculares enfocados a determinar 

diferencias en el comportamiento biológico de las variantes del VPH-16 han determinado 

que las variantes de la rama asiático-americana podrían presentar un potencial oncogénico 

mayor.61,37 Estos datos indicarían que la exposición a las variantes asiático-americanas 

podría contribuir a incrementar el riesgo de las mujeres mexicanas para desarrollar cáncer 

de cérvix.

Dentro de los virus del papiloma humano de alto riesgo, la infección con el VPH-18 es 

de particular importancia. Se ha observado que el VPH-18, se asocia principalmente con

tumores más agresivos e indiferenciados y por lo consecuente con peor pronóstico clínico.14
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Además, la presencia del VPH-18 se correlaciona con una mayor probabilidad de 

recurrencia tumoral y de metástasis a nódulos linfáticos.39 A pesar de la naturaleza agresiva 

de las lesiones ocasionadas por el VPH-18, su fenotipo se asocia con lesiones más 

características de infecciones con tipos de VPH de bajo riesgo.57  

Los estudios realizados por Hecht et al., (1995) revelaron que la variabilidad genética 

del VPH-18 puede ser responsable del amplio espectro de patologías asociadas a este tipo

viral. Esta aseveración se basa en la identificación de una variante del VPH-18 en el 40% 

de las muestras de lesiones de bajo grado, pero que se encuentra ausente en las muestras de 

cáncer invasor, lo que indicaría que dicha variante presenta un comportamiento menos 

agresivo por tener un potencial oncogénico menor. 

En un estudio realizado en la población mexicana se identificó la presencia tres aislados 

de VPH-18 en diferentes tipos histológicos de CaCU. Uno de los aislados correspondía a la 

clona de referencia, que filogenéticamente corresponde a la rama Asiático-americana. 

Mientras que el segundo aislado se ubicó dentro de la rama Europea y el tercer aislado 

dentro de la rama Africana. Uno de los hallazgos más interesantes de este estudio fue la 

asociación casi exclusiva que se observó entre la variante africana y los tumores escamosos. 

Lo que sugiere que la variante africana pudiera estar asociada con un comportamiento 

biológico menos agresivo, debido a que los carcinomas escamosos tienen un mejor 

pronóstico que los adenocarcinomas, los carcinomas adenoescamosos  y en particular los de 

células pequeñas. En contraste, en los carcinomas de células pequeñas, positivos a VPH-18, 

sólo se encontró la clona de referencia.47 Recientemente, en un estudio realizado en 

Holanda se observó la misma asociación que apoya dicha propuesta. Se estudio la presencia 

de variantes del VPH-18 en diferentes tipos histológicos, observando la presencia de una 

variante africana exclusivamente en tumores escamosos de cérvix.21 La caracterización de 

los cambios en la secuencia de los genes E6 y E7 de las variantes encontradas en la 

población mexicana permitió conocer que la variante africana reportada por de Boer et al., 

(2005) comparte algunos cambios en la secuencia de E6 con la variante Africana que se 

describe en este estudio. En el caso del gen E7, la secuencia reportada por de Boer et al., 

(2005) difiere por completo con los cambios observados en la variante africana.
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La presencia de los cambios en la secuencia nucleotídica de los genes E6 y E7 podría ser 

un indicativo de un comportamiento biológico diferencial entre las variantes del VPH-18, 

principalmente a nivel de proteína, donde se ha reportado que las posiciones 80 y 129 de la 

proteína E6 son sitios conservados entre los VPH de alto riesgo.68 Sin embargo, los ensayos 

de degradación in vitro de p53 realizados con las variantes de E6 de VPH-18 demostraron 

que estos cambios no afectan la capacidad para promover la degradación de p53. Aunque la 

interacción entre p53 y E6 es la más conocida es importante determinar el efecto que 

tendrán los cambios presentes en la proteína E6 de la variante africana sobre otros 

elementos celulares, tales como Bak, CBP/P300 y hDlg.

Es importante destacar, que los cambios en el marco de lectura del gen E6 de las 

variantes no solo pueden afectar la habilidad de las proteínas E6 para interactuar con otras 

proteínas, también podrían alterar la transcripción de E6 y los niveles de traducción de la 

oncoproteína. En este sentido, el análisis de la transcripción de E6 de las variantes de VPH-

18 demostró diferencias muy importantes en su expresión. Se observó que las clonas de la 

variante africana expresan una mayor proporción del transcrito E6*I en relación con el 

transcrito completo de E6. Las clonas del aislado de referencia y variante europea de forma 

contrastante expresan en mayor proporción el transcrito completo de E6. Estos hallazgos 

sugieren que los cambios nucleotídicos presentes en la variante africana de E6 promueven 

el procesamiento del mensajero de E6, generando mayores niveles del transcrito E6*I. El 

procesamiento de los transcritos de los genes virales es un fenómeno complejo y común 

entre los VPH, sin embargo, no se conoce por completo como se regula la expresión de los 

oncogenes virales. La reducción en los niveles del transcrito completo de E6 en la variante 

Africana se traduce en una disminución en los niveles de proteína E6 observados para esta 

variante. Este hallazgo se ha observado de forma similar en variantes de VPH-16, donde las 

variantes asiático-americanas que mantienen la secuencia completa del gen E2 inhiben la 

traducción de dicha proteína al generar mayor procesamiento del transcrito completo de 

E2.61

Algo importante de destacar es la correlación de los patrones de expresión de las 

variantes de E6 observados en las líneas celulares y los obtenidos con las muestras de 

tumores. Si bien, el número de tumores analizados fue limitado, el patrón de expresión de 

E6 en los tumores con la variante africana presento mayor expresión del transcrito E6*I. 

Neevia docConverter 5.1



Por el contrario, los tumores del aislado de referencia y casi la totalidad de los tumores de 

la variante Europea expresan el transcrito completo de E6 en mayor proporción.

Originalmente se pensaba que estos eventos de ajustes en el bicistron E6/E7, 

incrementaban la eficiencia en la traducción de E7, debido al aumento en el espacio 

intercistrónico que se genera entre E6 y E7.83 No obstante, se ha demostrado que E7 se 

traduce de forma eficiente, tanto del ARNm bicistrónico E6/E7, como de los transcritos

ajustados.78 La forma en que los cambios dentro de la secuencia de E6 pueden afectar el 

procesamiento del transcrito y eficiencia de traducción de la proteína E6 no se conoce por 

completo. Se ha observado que la modificación del sitio donador y/o de los sitios aceptores 

aumenta la expresión del transcrito completo de E6 y aumenta la traducción de la 

oncoproteína. La introducción de los cambios presentes en la variante Africana sobre la 

secuencia del aislado de referencia, demostró que la 491 revierte el patrón de expresión de 

E6 observado en el aislado de referencia. A pesar de que la posición 491 no se localiza 

cerca del sitio donador, ni del sitio aceptor o dentro del sitio de rama, puede ser un sitio 

muy importante para la unión de las proteínas implicadas en el procesamiento del 

transcrito.102 Esta observación confirma la importancia de esta posición para la capacidad 

transformante de la proteína E6 de alto riesgo.

La degradación de p53 es considerada como uno de los eventos más importantes en la 

inhibición de la apoptosis mediada por E6. Sin embargo, otras proteínas celulares 

implicadas en la activación de la apoptosis pueden ser afectadas de forma diferencial por 

las variantes de E6. La reducción en los niveles de la proteína E6 en las clonas de la 

variante Africana, debido a una reducción en los niveles del transcrito completo de E6, se 

traduce en altos niveles de proteína p53. Los mayores en los niveles de p53 observados en 

esta variante por consecuencia producen un aumento en proteínas que encuentran reguladas 

directamente por p53, como es el caso de Bax. Bax en una proapoptótica, implicada en la 

liberación del citocromo C  de la mitocondria al citosol, en la activación de caspasas e  

inducción a poptosis.46 Como es de esperarse, las clonas del aislado de referencia y variante 

Europea mantienen bajos niveles de p53 y Bax, lo que correlaciona de forma inversa con 

los niveles de la proteína E6 observados en estos aislados. Cabe mencionar que 

recientemente se demostró que además de inhibir la transcripción de Bax, a través de la 

degradación de p53, E6 de VPH-16 es capaz de inducir la degradación de Bax.46 Este 
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hallazgo indicaría que los niveles de la proteína Bax que se observan en las células 

transfectadas con las variantes podría ser resultado de la degradación diferencial de Bax y 

no una consecuencia de la actividad transcripcional de p53 sobre Bax.

Si bien la unión de E6 con p53, es una de las interacciones más conocidas que pueden 

presentarse entre E6 y con la maquinaria celular, la determinación de potencial oncogénico 

mediante los ensayos de formación de tumores podría dar una idea más clara de las 

diferencias en el comportamiento biológico de las variantes. Las diferencias entre las 

variantes en la capacidad para generar tumores radicaron principalmente en el índice de 

crecimiento y el volumen tumoral que cada una de ellas alcanzó. Observado que los 

tumores generados con los aislados Asiático-americano y Europeo alcanzaron un volumen 

tumoral claramente mayor y en menor tiempo que los tumores obtenidos con la variante 

africana. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la variación intra-tipo de E6 podría 

retrasar el proceso de transformación de las células que contienen la variante Africana. Esto 

podría explicar en parte, como la variación en una o más proteínas virales puede modificar 

el comportamiento biológico, reducir el potencial oncogénico y afectar el resultado clínico 

de la infección. La reducción en la capacidad de uno de los elementos transformantes del 

VPH no implica la pérdida total de la capacidad oncogénica del virus, puede traducirse en 

diferencias biológicas que retrasen la carcinogénesis cervical. 

La modificación de uno o más aminoácidos en la secuencia de las proteínas virales 

podría representar un cambio conformacional en la estructura de las proteínas. En algunos 

casos, estos cambios afectan la exposición de epítopes necesarios para un eficiente 

reconocimiento por parte del sistema inmune mediado por células. La asociación del VPH

ciertos haplotipos del antígeno leucocitario humano (HLA) parece ser un factor muy 

importante para determinar el riesgo de desarrollo de CaCU.1 Por otro lado, se ha propuesto 

que la variabilidad del VPH, puede estar asociada con ciertos haplótipos del HLA y 

aumentar en el riesgo para desarrollar lesiones de alto grado. En un estudio de casos y 

controles se observó que la combinación entre la variante de E6 del VPH-16 (L83V) con 

los haplotipos HLA-B*44, HLA-B*51 y HLA-B*57 presenta un riesgo mayor de cáncer.97

Es importante destacar, que  el análisis in silico, demostró que la variación en el residuo 83 

de E6 afecta la unión de los péptidos al haplótipo HLA-B*44, lo que podría modificar la 

respuesta citotóxica de los linfocitos T.97 Si bien, otros estudios no han observado ninguna 
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correlación entre variantes específicas del VPH-16 con haplotipos del HLA,9 es de interés 

definir si las alteraciones en la secuencias de las proteínas E6 de las variantes del VPH-18 

pueden intervenir con las propiedades antigénicas de las proteínas o modificar la respuesta 

inmune celular. La variación intra-tipo en otros genes virales, como es el caso de los genes 

L1 y L2, podría traducirse en el cambio conformacional de epítopes relevantes para la 

neutralización viral. 

Basado en todas estas conclusiones es de vital importancia incrementar nuestro 

conocimiento sobre el potencial maligno de los tipos de VPH, así como de sus respectivas 

variantes y conocer el efecto que estos puedan tener sobre diferentes tipos histológicos de 

cáncer. Además de que el estudio de su prevalencia podría establecer las bases para la 

caracterización de grupos o comunidades enteras con alto riesgo para el desarrollo de 

tumores malignos.
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11. ANEXOS
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13. LISTA DE ABREVIACIONES

AA: Asiático americana.
ADN: Ácido desoxirribonucleico.
ADNc: ADN complementario.
Af: Africana.
As: Asiática.
AsAi: Asiático amerindia.
CaCU: Cáncer Cérvico-Uterino.
E: Europea.
GFP: Proteína Verde Fluorescente.
NA: Norteamericana.
OMS: Organización Mundial de la Salud.
PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa.
RHNM: Registro Histopatológico de Neoplasias Malignas.
RLC: Región Larga de Control.
RT-PCR: Transcripción Reversa de la Reacción en Cadena de la Polimerasa.
S35: Radioisótopo Azufre-35.
VPH: Virus del Papiloma Humano.
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