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RESUMEN 

 

Survivina es una proteína que participa en la inhibición de la apoptosis y en la regulación de 

la división celular. Survivina es expresada en etapas embrionarias y es casi indetectable o 

expresada a niveles muy bajos en tejido adulto normal. Existen estudios que muestran una 

sobre-expresión de la proteína en diversos tipos de cáncer, entre ellos el cérvico-uterino, 

cuyo principal factor etiológico es la infección por Virus del Papiloma Humano (HPV). Sin 

embargo, a la fecha se desconoce el efecto de la infección primaria por HPV sobre la 

expresión de survivina. Por lo anterior, decidimos estudiar el efecto de la infección por HPV 

en la expresión y fosforilación de survivina en células HaCat, ya que son queratinocitos no 

tumorales que expresan a los receptores para el HPV, heparán sulfato y alfa6beta4 integrina. 

Se analizó el nivel de transcripción de survivina en células infectadas por pseudoviriones de 

HPV16 y HPV18 mediante PCR en tiempo real. Los resultados mostraron un aumento 

dependiente del tiempo de infección, siendo 10 veces mayor que el nivel basal una hora 

posterior a esta, en la infección con los pseudoviriones de HPV18. 

La expresión y fosforilación de la proteína survivina fue evaluada por Western Blot en 

células HaCat infectadas por pseudoviriones de HPV18, y se observó que en ambos casos, 

hubo una tendencia a  incrementar su expresión, dependiente  del tiempo de infección. Así 

mismo, la inhibición conjunta de los receptores heparán sulfato y alfa6beta4 integrina, 

indujo una disminución significativa de la expresión y fosforilación de survivina. Se ha 

demostrado que para desarrollar su actividad anti-apoptótica, survivina debe ser fosforilada 

por la cinasa cdc2, por lo tanto investigamos si la infección con pseudoviriones inducía la 

activación de dicha cinasa. Estudios por Western Blot demostraron que la infección indujo la 

activación de cdc2. Dado que survivina es conocida como una molécula anti-apoptótica, se 

evaluó el efecto de la infección por pseudoviriones de HPV18 sobre la muerte inducida por 

el quimiofámaco cisplatino, y se encontró una mayor sobrevivencia en las células infectadas 

por pseudoviriones de HPV18, dependiente del tiempo de infección. 

En conclusión, la infección de células HaCat con pseudoviriones de HPV18 induce la 

expresión y fosforilación de survivina, así como la activación de la cinasa cdc2, a través de 

la unión a los receptores celulares heparán sulfato y alfa6beta4 integrina. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Apoptosis 

 

La apoptosis es la forma regulada de muerte celular utilizada por todos los metazoarios para 

remover las células no necesarias, dañadas o potencialmente deletéreas (Hail et al., 2006), lo 

cual mantiene un control decisivo en el número total de células.  Se encuentra implicada en 

el desarrollo embrionario, regulación del sistema inmune, morfogénesis y regulación de la 

homeostasis de los tejidos, así como en varios estadíos de enfermedad (Kerr, 2002). Una 

célula apoptótica típicamente sufre un encogimiento, condensación de la cromatina, 

cariorresis (fragmentación nuclear) y protuberancias en la membrana plasmática que 

eventualmente llevan a la formación de cuerpos apoptóticos (Hail et al., 2006).  

Para su estudio, se ha dividido a la apoptosis en 3 fases: Fase de iniciación, fase efectora y 

fase de degradación. La fase de iniciación depende del tipo celular y del estímulo apoptótico, 

la fase efectora constituye la activación de proteasas, enzimas y factores que participan en la 

fase de degradación , estas dos últimas fases le confieren características a la célula que 

sugieren la entrada de esta a un proceso apoptótico (Hail et al., 2006). 

Las señales intracelulares que inician un proceso apoptótico pueden ser en respuesta a una 

gran cantidad de estímulos como estrés, calor, radiación, privación de nutrientes, infección 

viral, hipoxia, incremento en el calcio (Ca++) intracelular, activación de receptores por sus 

ligandos, etc. (Lewin, 2007).  

En el sistema inmunológico el proceso de apoptosis se aprecia claramente, iniciando cuando 

los linfocitos T citotóxicos atacan a sus células blanco. Por otro lado, la proteína supresora 

de tumores p53, tiene la capacidad de disparar la apoptosis como una defensa importante 

contra la malignización celular (Lewin, 2007). 

  

Las vías que activan la apoptosis son diferentes en cada una de ellas aunque la respuesta es 

similar. En muchas de estas vías, el estímulo inicial converge en una vía efectora común 

(Lewin, 2007).  

 

 



 3 

La apoptosis es un proceso altamente controlado por una serie de señales celulares que 

pueden ser extrínsecas e intrínsecas. 

 

Caspasas 

 

Las caspasas son proteasas de cisteína con especificidad por aspartato como sustrato, de ahí 

su nombre de complejo de “cisteinil-aspartato proteasas” (caspasas) y forman parte de los 

mecanismos efectores de la apoptosis. Las caspasas son reguladas a nivel post-traduccional 

para que puedan ser activadas rápidamente, se caracterizan por tener un residuo de cisteína 

que media la ruptura de otras proteínas. Son sintetizadas como pro-caspasas inactivas o 

zimógenos, presentando un prodominio, una subunidad pequeña y una subunidad grande 

(Stennicke & Salvesen, 1998). 

Se clasifican según su función en las cascadas de señalización intracelular en caspasas 

iniciadoras o apicales (caspasas 2, 8, 9, 10) (Chen & Wang, 2002) y caspasas efectoras o 

ejecutadoras (caspasas 3, 6, 7) del proceso catalítico (Stennicke & Salvesen, 1998).  Las 

señales potencialmente apoptóticas  pueden ser intracelulares o extracelulares, estas señales 

son transducidas por proteínas adaptadoras y transmitidas a las caspasas iniciadoras las 

cuales se agrupan para permitir su autoactivación, lo que a su vez, les permitirá activar a las 

caspasas efectoras. 

Se localizan en el citoplasma y su activación se produce por una reacción proteolítica en 

cadena en donde se rompen los enlaces peptídicos posteriores a los residuos de aspartato 

(Asp), que permite la dimerización de las caspasas por diversas vías en las que participan 

varios complejos moleculares (Leist & Jaatela, 2001), como el complejo formado por Apaf-1 

y citocromo C que participan en la activación de la capasa 9 (Stennicke & Salvesen, 1998). 

 

Vía Extrínseca 

 

La vía extrínseca de la apoptosis también es conocida como la vía de “Receptores de 

Muerte”, llamada así por el recibimiento de señales proapoptóticas del exterior, a receptores 

celulares que poseen dominios de muerte (Death Domains, DD) intracelulares implicados en 

las interacciones proteína-proteína (Kumar et al., 2003). Es iniciada por la unión de los 

receptores celulares de muerte presentes en la membrana plasmática como FasR (Receptor 

de Fas), TNFR (Receptor de TNF), TRAIL-R (Receptor de TRAIL) a sus ligandos, FasL 

(Ligando de Fas),  TNF (Tumoral Necrosis Factor) y TRAIL (TNF-related apoptosis-
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inducing ligand), repectivamente, agrupándose subsecuentemente los receptores en la 

membrana plasmática y promueven el reclutamiento de proteínas adaptadoras quienes a su 

vez, reclutan a las caspasas iniciadoras (8 o 10) para iniciar la cadena de activación de las 

caspasas que median la fase de ejecución de la apoptosis  (Figura 1) (Lewin, 2007; Kumar et 

al., 2003).  

 
Fig. 1 Vías Extrínseca e Intrínseca de la apoptosis. (Modificado de: Bernhardi R.2004. Mechanisms of cell 

death in neurodegenerative diseases: apoptosis or necrosis? Rev Chil Neuro-Psiquiat. 4:281-292.) 

Señales extracelulares e intracelulares de muerte, involucrando a los “Receptores de muerte” que reciben 

estímulos del exterior de la célula, y a la vía mitocondrial que recae en la permeabilización de la membrana de 

este organelo, respectivamente. 

 

La caspasa 8 es la caspasa apical en la vía de receptores de muerte, el zimógeno de la 

caspasa 8 puede interactuar con proteínas adaptadoras para generar la forma activa y una vez 

que la capasa 8 es activa puede disparar la activación de caspasas efectoras río abajo, como 

la caspasa 3.  

La cascada de activación de las caspasas se encuentra regulada tanto positiva como 

negativamente de manera estricta. Por un lado, existen reguladores negativos como los 

miembros de la familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP’s) a la cual pertenecen 

las proteínas NAIP, cIAP1, cIAP2, XIAP y SURVIVINA, entre otras. Estas proteínas se 

unen a las caspasas y neutralizan su actividad (Ceballos-Cancino et al., 2007). Existe 

también una proteína llamada Smac (Second mitochondria-derived activator of caspases) 

que es un regulador positivo de la apoptosis o regulador negativo de la vía anti-apoptótica 
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(Vucic et al., 2002), esta proteína se encuentra en la mitocondria, durante la apoptosis es 

procesada a su forma activa y liberada al citoplasma, en donde se une a las IAP’s para 

prevenir la inhibición de las caspasas. 

 

 

Vía Intrínseca 

 

El mecanismo de la vía intrínseca de la apoptosis, recae en la permeabilización de la 

membrana mitocondrial para liberar moléculas pro-apoptóticas al citoplasma, sin la 

intervención de los receptores de muerte. Es también llamada vía mitocondrial. 

Cuando las células se encuentran sujetas a condiciones de estrés o existe un daño al DNA, la 

membrana mitocondrial se vuelve permeable y pierde moléculas antiapoptóticas como los 

miembros de la familia de Bcl-2, lo cual permite que se liberen del espacio intermembranal 

al citoplasma, moléculas pro-apoptóticas que pueden activar la cascada de las caspasas 

(Kumar et al., 2003).  

El intermediario de la cadena transportadora de electrones, Citocromo c, que se localiza en el 

espacio intermembranal, también es liberado al citoplasma. El Citocromo c se combina con 

dATP y Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) para activar a la caspasa 9 

formando un complejo que forma el apoptosoma (Zoratti & Szabó, 1995). Este complejo 

catalítico es el responsable de la activación de las caspasas efectoras 3 y 7 por hidrólisis 

generando cascadas para ejecutar la apoptosis (Figura 1). 

La vía intrínseca puede ser regulada por la familia de las proteínas Bcl-2, proteasas, y 

agentes que promueven la transición de la permeabilidad mitocondrial (ceramidas, especies 

reactivas de oxígeno y Ca++) (Tsujimoto, 2003), así como por otras proteínas antiapoptóticas. 

Por otro lado, en repuesta al ligando Fas (FasL) o TNF, la caspasa 8 induce el rompimiento 

de Bid (BH3 interacting domain death agonista, miembro de la familia de Bcl-2) para 

producir un fragmento truncado en el carboxilo terminal que se transloca del citoplasma a la 

membrana mitocondrial externa, estos oligómeros truncados de Bid pueden disparar la 

permeabilización de la membrana mitocondrial y la activación de caspasas mediada por 

Citocromo c.  Así, el reclutamiento de la vía intrínseca de apoptosis por activación de la 

caspasa 8 puede servir para iniciar y/o amplificar señales intracelulares para disparar la 

apoptosis (Luo et al., 1998). 
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Las vías de los receptores de muerte y la mitocondrial convergen a nivel de la activación de 

la caspasa 3 por medio de Bid. 

 

 

Proteínas Inhibidoras de la Apoptosis 

 

Las proteínas Inhibidoras de la Apoptosis (IAP’s) son una familia de proteínas que fueron 

inicialmente descubiertas en baculovirus y sus homólogas celulares han sido encontradas en 

organismos que van desde las levaduras hasta los humanos (Miller, 1999). El motivo 

estructural de la familia de las IAP’s es un dominio conocido como BIR (Baculoviral IAP 

Repeat), el cual comprende una región de unión a zinc de aproximadamente 70 aminoácidos 

con 3 residuos de cisteína y una histidina que se encuentran conservados en la secuencia 

CX2CX16HX6-8C (Verhagen et al., 2001).  

Las proteínas que pertenecen a esta familia se agrupan en ella por la presencia de uno a tres 

dominios BIR. Un segundo motivo estructural es el dominio RING que une 2 átomos de zinc 

y se encuentra en el carboxilo (C-)Terminal, sin embargo, este motivo no está presente en 

todas las proteínas de esta familia. La ausencia o presencia de este dominio y la homología 

de los dominios BIR, es lo que permite clasificar a las IAP’s en 3 clases (Verhagen et al., 

2001).  

La clase I contiene a proteínas con dominios BIR homólogos y un motivo RING (ejemplos: 

XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, MLIAP). 

 La clase II incluye solo a la proteína NAIP la cual presenta 3 dominios BIR y no presenta 

motivo RING.  

La clase III incluye proteínas que contienen un solo dominio BIR, pero no presentan motivo 

RING, a este clase pertenecen las proteínas BRUCE y Survivina (Figura 2) (Verhagen et al., 

2001).  

 

Las IAP’s inhiben el proceso apoptótico  a través de la inhibición de las caspasas 3, 7 y/o 9 

(Schimmer, 2004), por interacciones directas a través de los dominios BIR.  

 

Se han descrito muchas propiedades biológicas de las IAP’s, entre ellas la regulación de la 

división celular, participación en cascadas de señalización intracelulares, facilitación de la 

degradación de proteínas a través de la ligasa de ubiquitina E3 (Liston et al., 2003) y 

principalmente, en la inhibición de la apoptosis. Actualmente, se sabe que existe una sobre-
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expresión de algunas IAP’s en distintos tipos de cáncer, las más reportadas son las proteínas 

XIAP y Survivina (Marasawa et al., 2003; Ambrosini et al., 1997). 

 

 
 

Fig. 2 Clasificación de las IAP’s (Schimmer A, 2004).  

Las Proteínas inhibidoras de la apoptosis se han dividido en 3 clases, en donde podemos encontrar a XIAP en 

la Clase I con un dominio RING y 3 dominos BIR. Por otro lado, en la Clase 3 se encuentra survivina con un 

solo dominio BIR y sin dominio BIR. 

 

 

 

SURVIVINA 

 

Survivina es una proteína pequeña de aproximadamente 16.5 kDa, conformada por 142 

aminoácidos, con una función dual (implicada en la inhibición de la apoptosis y en la 

regulación de la división celular), presentando una vida media de aproximadamente 30 

minutos cuando no sufre modificaciones post-traduccionales (Zhao et al., 2000), antes de ser 

degradada por ubiquitinación (Vong et al., 2005).  

Survivina es una proteína homodimérica con un solo dominio BIR de aproximadamente 70 

aminoácidos situado a la mitad del extremo amino (N-)Terminal (Ambrosini et al. 1997) 

(Figura 3).  
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La interfase del dímero está compuesta de residuos hidrofóbicos en su extremo amino, así 

como de residuos que conectan el dominio BIR a la α-hélice del carboxilo terminal, 

formando una estructura en forma de corbata de moño (Chantalat et al., 2000).  

Esta proteína es expresada en etapas embrionarias y es casi indetectable o expresada a 

niveles muy bajos en tejido adulto normal, sin embargo, existen estudios que muestran una 

sobre-expresión de la proteína en casi todos los tumores humanos estudiados (Ambrosini et 

al., 1997; Altieri, 2003; Kania et al., 2003). 

                                               

Fig. 3 Estructura del homodímero de survivina (Chantalat et al., 2000). 

El homodímero de Survivina con sus 2 dominios BIR (uno de cada monómero) formando la estructura de 

corbata de moño. 

 

 

Actualmente se conocen dos papeles principales de survivina en la célula. El primero es 

dado por su expresión en la fase G2/M del ciclo celular en células normales, en esta fase 

survivina se localiza en el huso mitótico por interacción con tubulina, se encuentra asociada 

a la cinasa Aurora B y a la proteína interna del centrómero (INCENP), como componente 

esencial del complejo protéico asociado a cromosomas (CPC), regulando el ensamblaje de 

los microtúbulos en el huso mitótico permitiendo así una división celular apropiada (Honda 

et al., 2003, Zhao et al., 2000 ), en este estado activo  survivina es fosforilada por la enzima 

Aurora B en el residuo 117 de Thr (Wheatley et al., 2004).  
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Se ha demostrado que survivina sigue un patrón de localización durante el ciclo celular, en la 

profase y metafase se encuentra principalmente en el núcleo, durante la profase se empieza a 

mover a los centrómeros, en la prometafase cuando la membrana nuclear se disocia y los 

microtúbulos cruzan la región nuclear, se localiza en los centrómeros; en la metafase cuando 

los cromosomas se alinean en la parte media y son empujados hacia los polos por los 

cinetocoros, survivina se encuentra asociada a estos últimos. Durante la anafase, survivina se 

mueve con los cinetocoros conforme los microtúbulos se acortan y se van hacia la región 

media, acumulándose finalmente en el cuerpo medio durante la formación del surco de 

división (Figura 4).  

 
Fig 4.- Localización de survivina en la estabilización de la división celular  (Altieri D, 2003).  

Durante la Profase survivina se encuentra asociada a los centrómeros, en la Metafase a los cinetocoros 

(Kinetochores) y finalmente en la Telofase se asocia al cuerpo medio (Midbodies). 

 

Por otro lado,  survivina presenta un papel antiapoptótico por sobre-expresión del gen que 

codifica para la proteína en células de distintos tejidos en el desarrollo embrionario (Adida et 

al., 1998), así como en distintos tipos de cáncer (Ambrosini et al., 1997). La sobre-expresión 

de survivina es capaz de inhibir las vías intrínseca y extrínseca de la apoptosis (Altieri, 

2003). 
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En experimentos realizados in vitro, se observó que la función antiapoptótica de survivina se 

correlacionaba con una localización citoplásmica, y que además la sobre-expresión de esta 

fue capaz de inhibir a las caspasas 3 y 7 (Shin et al., 2001; Tamm et al., 1998). 

 

Estudios in vitro muestran que la actividad supresora de la apoptosis así como los niveles de 

survivina en las células están reguladas por su fosforilación en el residuo 34 de Thr, así 

mismo, se sabe que esta fosforilación la lleva a cabo la cinasa dependiente de ciclina (cdk), 

cdc2 o cdk1 (O’Connor et al., 2000; Frost et al., 2002). Se ha demostrado que para llevar a 

cabo la fosforilación de survivina, cdc2 se encuentra en un estado activo, unida a la ciclina B 

y a su vez, defosforilada en los residuos 14 de Thr y 15 de tirosina (Tyr), esta defosforilación 

es llevada a cabo por la fosfatasa cdc25A (Gautier et al., 1991). Además de la 

defosforilación de estos residuos, cdc2 necesita al mismo tiempo estar fosforilada en el 

residuo 161 de Thr para su completa activación, esta fosforilación es realizada por la ciclina 

cdk7 (Liang et al., 2002). 

 

 

Isoformas de survivina 

 

El gen que codifica para survivina humana, llamado BIRC5, se encuentra en el cromosoma 

17q25 y puede dar lugar a 4 isoformas por distintos empalmes del transcrito.  

Una sola copia del gen de survivina es transcrito de un promotor rico en GC’s para generar 

el RNA mensajero (Altieri, 2006). 

Survivina es conocida como el tipo silvestre, cuenta con 3 intrones y 4 exones, 

posteriormente se identificó a survivina 2-B  la cual retiene una parte del intrón 2 (Mahotka 

et al., 1999). Survivina Δ-Ex3, muestra una carencia del exón 3, esta carencia provoca un 

cambio en el marco de lectura que da origen a un único extremo C-terminal que podría tener 

la función de una señal de localización nuclear o incluso mitocondrial (Caldas et al., 2005; 

Li, 2005). 

Y finalmente, Survivina 3B la cual contiene un nuevo exón 3 derivado de una porción del 

intrón 3 (Badran et al., 2004) (Figura 5). 
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Fig. 5.- Isoformas de survivina (Caldas et al., 2005). 

Esquema de survivina más tres isoformas (survivina 2B, survivina ΔEx3 y survivina 3B) encontradas en 

distintas localizaciones celulares. Se ha encontrado un pool de survivina entre las membranas mitocondriales 

en líneas celulares provenientes de tumores. 

 

Se ha identificado también un pool de survivina distribuido entre las membranas 

mitocondriales en líneas celulares de tumores,  esta localización parece estar asociada con la 

proteína chaperona Hsp90 (Dohi & Altieri, 2005), y corresponde a la isoforma de survivina 

llamada ΔEx-3, esta isoforma puede interactuar con la proteína antiapoptótica Bcl2 e inhibir 

la actividad de la caspasa 3 (Wang et al., 2002). 

 

Por lo anterior, survivina parece tener distintas funciones en la célula, de acuerdo a sus 

distintas localizaciones. 
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Asociación virus-survivina 

 

Algunos virus relacionados a la inhibición de la apoptosis tienen como molécula blanco a la 

proteína survivina, para inhibir la apoptosis de las células infectadas y poder continuar con 

su ciclo de vida, tal es el caso del virus de la hepatitis B (Marusawa et al., 2003), el 

poliomavirus JC (JCV) (Pina-Oviedo et al., 2007), el virus de la hepatitis C (Zhou & Gong, 

2006), el VIH (Zhu et al., 2003) y el virus del papiloma humano (Lo Muzio et al., 2004; 

Jiménez et al., 2007). 

En el caso de las infecciones por poliomavirus JC y por VIH, se observó que ambos virus 

son capaces de incrementar la activación de survivina (Pina-Oviedo et al., 2007; Zhu et al., 

2003), el poliomavirus JC fue observado en un cáncer cerebral, y el mecanismo por el cual 

incrementa la expresión de survivina no ha sido descrito. En la infección por VIH, el 

incremento en la activación fue explicado por la transactivación del promotor del gen que 

codifica para survivina, vía la proteína viral vpr . 

Por otro lado, la relación Survivina con el Virus de Papiloma Humano (HPV), fue observada 

por Lo Muzio y colaboradores, quienes encontraron una asociación entre la expresión de 

survivina y la infección por HPV (por inmunohistoquímica) y sugirieron una posible 

regulación directa o indirecta del virus, en la expresión de la proteína survivina (Lo Muzio et 

al, 2004). También se han hecho otros estudios en muestras de tejido infectado por HPV y en 

distintos estadíos del cáncer cérvico-uterino en donde se ha visto un incremento en la 

expresión de survivina dependiente del grado de la lesión (Kim et al., 2002; Jimenez et al., 

2007). Sin embargo, a pesar de la clara co-localización de survivina en tejido infectado por 

HPV, hasta el momento, no se ha reportado si existe un incremento en la expresión de esta 

proteína en los eventos tempranos de infección viral.  

 

Es de gran importancia resaltar el papel del virus de la hepatitis B como un problema de 

salud por su asociación con un carcinoma humano (al igual que la relación HPV-Cáncer 

Cérvico-Uterino). En este caso, se sabe que la proteína survivina y la proteína X del virus de 

Hepatitis B (HBX) forman un complejo y se unen a la procaspasa-9, previniendo su 

reclutamiento al factor regulador mitocondrial Apaf-1, suprimiendo así la apoptosis iniciada 

vía mitocondria/citocromo c, potenciando la carcinogénesis hepatocelular (Marusawa et al., 

2003).  
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La relación existente entre esta infección viral y la sobre-expresión de survivina es lo que 

nos lleva a pensar que podría estar sucediendo algo semejante en el cáncer cérvico-uterino, 

cuyo desarrollo se encuentra asociado a infección persistente por HPV de alto riesgo. 

 
 
 
Virus del papiloma humano 

 

Los virus del papiloma humano pertenecen a la familia Papillomaviridae (de Villiers et al., 

2004) y son virus pequeños con un peso molecular de 5x106 Daltons, contienen un genoma 

de DNA de doble cadena de  aproximadamente 8000 pares de bases (pb), en  una cápside 

icosahédrica compuesta de 72 capsómeros con un diámetro de 52 a 55 nm.  

El genoma del HPV está organizado en 3 regiones principales, dos que codifican para 

proteínas tempranas o E (Early)  y que contiene a los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7. Una 

región tardía o L (Late) que contiene a los genes L1 y L2, además de una región larga de 

control, no codificante o LCR (Long Control Region) (Park 1995), dando un total de 8 

regiones de lectura abierta (ORF’s, Open Reading Frame) (Figura 6).  

                                 

 
                                    

Fig. 6.- Mapa de los transcritos de mRNA de HPV16, indicando los marcos de lectura (Baker C, et al., 1996). 

Mapa de los transcritos de RNA mensajero de HPV16, indicando los 3 marcos de lectura presentes en el 

genoma viral. (Marco 1: E7, E1, E5, L2. Marco 2: E6, E2, L1. LCR. Marco 3: E4). 

 

La LCR o región reguladora, que se encuentra río arriba en el genoma, regula la replicación 

viral y la expresión de los genes. 

 

La región temprana codifica para proteínas no estructurales. Los genes E1 y E2 son 

requeridos para la replicación del DNA. El gen E1 codifica una proteína multimérica con 
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actividad helicasa y ATPasa, capaz de reconocer regiones de origen de replicación en el 

DNA viral. El gen E2 codifica para una proteína dimérica que puede formar un complejo 

con la proteína E1 para replicar el DNA viral (Masterson et al., 1998), además E2 es capaz 

de reprimir a los promotores P97 (HPV 16) y P105 (HPV 18) que son los encargados de la 

transcripción de los genes E6 y E7 (Desaintes et al., 1997). 

E4 es un gen que a pesar de estar localizado en la región temprana, es expresado  desde el 

promotor de la región tardía (Strauss & Strauss, 2008).  

Los genes E5, E6 y E7 codifican proteínas involucradas en la transformación celular (Strauss 

& Strauss, 2008). El papel de E5 no está completamente descrito, sin embargo, se ha 

observado que la proteína que codifica transforma indirectamente a la célula infectada, al 

alterar la actividad de proteínas de membrana involucradas en la proliferación celular (Fields 

et al., 1996). 

La proteína codificada por el gen E6 es una oncoproteína que se une a la proteína supresora 

de tumores p53 favoreciendo su degradación por ubiquitinación, lo cual causa un daño en el 

control del ciclo celular (Fields et al., 1996; Lewin, 2007). 

La proteína codificada por el gen E7 puede unirse a la proteína supresora de tumores pRb, a 

través de su extremo N-Terminal, así como a p107 y p130, provocando así que Rb deje libre 

al factor de transcripción E2F para que este pueda comenzar la transcripción de ciertos genes 

que permiten a la células continuar a la fase S del ciclo celular. (Lewin, 2007; Strauss & 

Strauss, 2008). 

 

La región tardía se encuentra río arriba de la LCR y codifica para las proteínas estructurales 

L1 y L2, las cuales se transcriben y traducen exclusivamente en células diferenciadas del 

epitelio, siendo su principal función la de conformar la cápside de los viriones maduros en la 

infección productiva (Fields et al., 1996) (Figura 7). La  proteína L1 forma el 95% de la 

cápside y tiene un peso molecular de aproximadamente 55 kD, es la más antigénica y es 

capaz de auto-ensamblarse cuando es expresada sola, característica que ha sido utilizada 

para producir partículas pseudo-virales (VLP’s) o pseudovirus (Hagensee et al., 1993), los 

cuales han sido ampliamente utilizados en ensayos de infección así como en la activación de 

la respuesta inmune y vacunas (Knappe et al., 2007; Buck et al., 2003; Buck et al., 2004).   
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Fig. 7 Expresión de las proteínas virales en la infección productiva (Stanley et al., 2007). 

El HPV infecta la capa basal de los queratinocitos, en células en división solo se expresan bajos niveles de 

proteínas tempranas (E). En células diferenciadas se expresan los genes tempranos y tardíos (E y L). Las 

partículas virales se encuentran ensambladas cuando las células están por descamarse.  

  

La proteína L2 forma el 5% restante de la cápside y tiene un peso molecular de 75 kD 

aproximadamente (Koutsky, 1997). Cuando L2 es co-expresada con L1, es capaz de 

incorporarse en la formación de las VLP’s (Strauss & Strauss, 2008).  

 

Los HPV’s son virus especie-específicos y son capaces de infectar a la mayoría de los 

vertebrados superiores, tienen tropismo por las células del epitelio escamoso.  

Las zonas de transformación entre los epitelios columnar y escamoso de las mucosas nasal, 

faríngea y cervical de humanos, son susceptibles a infectarse. Se conocen más de 100 tipos 

de HPV y se han subdividido en 2 clases debido a su capacidad oncogénica: de bajo riesgo, 

como los tipos 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 73, 81, y de alto riesgo como son los tipos 

16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 72, 73 (Zur-Hausen & de 

Villiers, 1994; Muñoz et al., 2003). 

Los tipos 16 y 18 de HPV se encuentran en el 70% de las biopsias de cáncer cérvico-uterino 

(CaCU) (Zur-Hausen & de Villiers1994), siendo el tipo 16 el que se asocia al 50% del 

cáncer cérvico-uterino. 
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Los HPV’s  de alto riesgo son capaces de infectar a las células del estrato basal del epitelio 

escamoso estratificado, al cual tienen acceso por micro-heridas producidas durante el coito, 

o por partos múltiples.  

 

 

Relación del HPV con los receptores celulares α6β4 integrina y heparán sulfato 

 

Se ha reportado que la proteína de membrana celular α6β4 integrina, sirve como receptor del 

HPV tipo 16 (Yoon et al., 2001; Evander et al., 1997) en la infección viral, esta es expresada 

únicamente en la capa basal de las células del epitelio escamoso estratificado, que es el sitio 

de infección del virus, y se ha propuesto que una vez que los HPV llegan a su célula blanco, 

se produce una unión mediante la proteína L1 de la cápside viral del HPV a la α6β4 integrina 

(Evander et al., 1997).   

Por otro lado, existen también estudios que proponen al Heparán Sulfato (HS) como co-

receptor para la entrada del virus a la célula (Rommel et al., 2005; Joyce et al., 1999; 

Knappe et al., 2007). En la infección por HPV se ha demostrado que el tipo 16 es capaz de 

utilizar al HS (Giroglou et al., 2001) como primer sitio de unión celular (Shafti-Keramat et 

al., 2003). Aún no ha sido claramente descrito el orden de la unión del HPV a los receptores 

celulares mencionados, sin embargo, existe evidencia de que la unión inicial se da a través 

del heparán sulfato (Shafti-Keramat et al., 2003). 

Así mismo, existen reportes donde el HS es utilizado como receptor celular por otros tipos 

virales, como sucede con los virus del dengue (en el cual funciona como receptor único para 

la infección viral) (Chen et al., 1997), virus del herpes (Shukla & Splear, 2001) y el virus de 

la hepatitis B (Schulze et al., 2007).  

 

Tanto la α6β4 como el HS, son receptores que se encuentran presentes en los queratinocitos 

humanos. 

Las integrinas son receptores de membrana heterodiméricos compuestos de una combinación 

de una subunidad α más una subunidad β con especificidad para un ligando en particular, 

que median la unión intercelular y la unión célula-matriz extracelular (MEC) que puede 

conectar a varios componentes del citoesqueleto de actina y enzimas que participan en vías 

de señalización, a través de sus dominios intracelulares (Larsen et al., 2006). También 

juegan un papel muy importante en la movilidad y regulación del ciclo celular. 
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La α6β4 integrina tiene como ligando preferencial a la laminina 5 que es un componente 

importante de la membrana basal epidérmica (Tsuruta et al., 2008), y ambos tienen como 

función el mantenimiento y remodelación del epitelio estratificado (Davis et al., 2001). La 

unión de la α6β4 integrina a su ligando dispara cascadas de señalización que pueden 

culminar río abajo con la activación de cinasas dependientes de ciclinas (cdk’s) para 

fosforilar proteínas importantes en el ciclo celular (Schwartz & Assoian, 2001)  y regulación 

de la apoptosis (Mainiero et al., 1994) 

 

El Heparán Sulfato es un polisacárido lineal que se encuentra presente en todos los tejidos 

animales, pertenece a la familia de proteoglicanos, que consisten en cadenas de 

glicosaminoglicanos unidos a una proteína en el centro lo que la convierte en una proteína 

altamente glicosilada (Kjellén & Lindall, 1991). El HS se puede encontrar en la superficie de 

la membrana celular o en la MEC. Su unión a distintos ligandos le permite regular una 

amplia variedad de actividades biológicas en procesos de desarrollo, angiogénesis, 

coagulación sanguínea y metástasis (Lindahl et al., 1998). 
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ANTECEDENTES 

 

En un estudio realizado en el laboratorio, se obsevó la sobre-expresión de la proteína 

survivina y  de survivina fosforilada en biopsias de tejido infectado por virus del papiloma 

humano. Sin embargo, el mecanismo por el cual ocurre dicho efecto no fue analizado, por tal 

motivo, en el presente trabajo nos dispusimos a analizar la relación de la infección por HPV 

con la sobre-expresión y fosforilación de la proteína survivina.  

 
 
 

JUSTIFICACIÓN 
 

 
Se sabe que muchos tipos de cáncer presentan una sobre-expresión de la proteína survivina, 

incluyendo al cáncer cérvico-uterino, cuyo principal factor etiológico es el virus del 

papiloma humano, por otro lado, se sabe también que el HPV se une al receptor celular α6β4 

integrina. Dado que se conoce que la unión de este receptor a su ligando es capaz de 

desencadenar cascadas de señalización involucradas en la sobrevivencia celular, proponemos 

que la unión de los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 a la α6 integrina inducirá cascadas 

de señalización que activen por fosforilación a la proteína antiapoptótica survivina.  

 
 
 

HIPÓTESIS 
 
 
Se sabe que la infección por HPV induce un incremento en la expresión de survivina 

fosforilada en las células infectadas. Dado que se conoce que la activación de survivina se da 

a través de su fosforilación por cdc2 y que esta cinasa participa en vías de señalización 

activadas por receptores de tipo integrina, nos planteamos la siguiente hipótesis: 

 

La fosforilación de survivina será inducida por la unión de los pseudoviriones de HPV16 y 

HPV18 a su receptor celular α6β4 integrina.  
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OBJETIVO GENERAL 
 
 
Evaluar el efecto de la unión de los Virus de Papiloma Humano tipos 16 y 18, a los 

receptores α6β4 Integrina y Heparán Sulfato, sobre la expresión y fosforilación de la 

proteína anti-apoptótica Survivina. 

 
 
 
 
 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 
 

1.- Analizar la expresión de survivina y survivina fosforilada (Thr 34) en queratinocitos 

humanos inmortalizados, por inmunocitoquímica y western blot. 

 

2.- Evaluar el efecto de la infección con pseudoviriones de HPV16 y HPV18 en la expresión 

del gen de survivina, por retrotranscripción (RT-PCR) y PCR en Tiempo Real (qRT-PCR). 

 

3.- Analizar el efecto de la infección con pseudoviriones de HPV en la expresión de la 

proteína survivina y survivina fosforilada, por  Western Blot. 

 

4.- Determinar la participación de los receptores α6β4 integrina y heparán sulfato en la 

regulación de Survivina mediada por la infección con los pseudoviriones de HPV. 

 

5.- Analizar si la infección con pseudoviriones de HPV modifica los niveles de la cinasa de 

Survivina, cdc2. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
1.- Línea celular. 

Para la realización de este proyecto se utilizó la línea celular HaCat, la cual es derivada de 

queratinocitos humanos de piel, que por una mutación espontánea han perdido la capacidad 

de diferenciarse, lo que la convierte en una línea inmortalizada, estas células presentan los 

receptores celulares α-6 integrina y Heparán Sulfato,  que son utilizados por los HPV en la 

infección natural. 

Las células HaCat fueron mantenidas en medio RPMI (In Vitro), suplementado con 2% de 

suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y antibióticos 10,000 U/µg/µl (penicilina-estreptomicina, 

In Vitro), en una incubadora a 37°C, 5% de CO2 y humedad constante. 

 

2.- Pseudoinfección de células HaCat con los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 

(fluorescencia). 

Para los ensayos de infección se utilizaron pseudoviriones de HPV16 y HPV18 generados en 

células de mamífero (293TT), que presentan una cápside compuesta de la proteínas L1 y L2 

la cual encapsula un plásmido que contiene un gen reportero que codifica para la proteína 

verde fluorescente (GFP), gentilmente donados por el Dr. Martin Sapp (Department of 

Microbiology and Immunology, Feist Weiller Cancer Center, and Center for Tumor 

Virology, LSU Health Sciences Center, Shreveport, LA, USA). 

Se sembraron 50,000 células HaCat  en cubreobjetos de 12 mm de diámetro dentro de placas 

de 24 pozos, con 1 ml de medio RPMI suplementado con SFB más antibióticos y se 

incubaron a 37°C por 2 horas para que las células pudieran adherirse a los cubreobjetos. 

Posteriormente, se adicionaron diluciones de 10, 5 y 2.5 µl de los pseudoviriones, y se 

incubaron a 37°C  por 72 horas. Transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados  en cada 

pozo con 100 µl de PBS al 1% estéril. Para fijar las células se adicionaron 100  µl de para-

formaldehído al 1% en PBS a cada pozo y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. 

Los cubreobjetos fueron retirados de cada pozo y secados para montarse en laminillas 

utilizando medio de montaje para fijar fluorescencia (Fluorescing Mounting Medium, Dako 

Cytomation). Las células fueron observadas y cuantificadas en un microscopio de 

fluorescencia (Axiovert, Zeiss) a 20X, utilizando un filtro para FITC,  
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3.- Extracción de RNA. 

El RNA total fue extraido de 1X106 células HaCat,  utilizando el kit RNeasy Mini kit 

(Qiagen). Todos los reactivos y material utilizados de la misma marca para la extracción, 

fueron libres de RNAsas. Las células fueron despegadas con 2 ml de verseno y se pasaron a 

un tubo en donde fueron centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, se tiró el sobrenadante y 

se agregaron 350 µl de buffer RLT, se resuspendieron las células y se agitaron en vórtex por 

1 minuto. Se añadieron 350 µl de etanol al 70% y se pipeteó ligeramente. Un volumen 

máximo de 700 µl se transfirió a una columna de sílica gel y se centrifugó a 10,000 rpm por 

15 segundos, el líquido filtrado fue desechado. Se adicionaron 700 µl de buffer RW1 a la 

columna y se centrifugó a 10,000 rpm por 15 segundos, se desechó el sobrenadante y 

posteriormente se adicionaron 500 µl de buffer RPE (preparado con etanol), se centrifugó a 

10,000 rpm por 15 segundos, se adicionaron 500 µl de buffer RPE y se centrifugó a 10,000 

rpm por 2 minutos. Se transfirió la columna a un tubo colector nuevo de 1.5 ml. Para eluir se 

adicionaron 30 µl de H2O  y se centrifugó a 10,000 rpm por 1 minuto, repitiendo este último 

paso. 

El RNA fue cuantificado a 230 nm en un espectrofotómetro (Nanodrop, ND-100) y fue 

almacenado a -80°C hasta su uso posterior. 

 

4.- Análisis de la expresión del gen de survivina. 

Se realizó la retro-transcripción del RNA total extraído de células HaCat, por medio del kit 

QiagenSuper Script One Step, RT-PCR with platinum Taq (Invitrogen), utilizando los 

oligonucleótidos Sur-F: 5’ GGA CCA CCG CAT CTC TAC AT 3’ y Sur-R: 5’ GCA CTT TCT 

TCG CAG TTT CC 3’, que amplifican 338 pb del gen que codifica para survivina humana 

(Kania J, 2003). La retrotranscripción se hizo a 50°C por 30 min, seguida de la activación de 

la Taq polimerasa (2 U) a 95°C por 15 min, para cada reacción se utilizaron 0.3 µM de los 

oligos Sur-F y Sur-R, 10 µl de Master Mix, 2 mM de dNTP’s, 10 µl de buffer RT-PCR 5X y 

agua libre de RNAsas para un volumen final de 20 µl. Una vez teniendo el cDNA, se 

realizaron 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y 

una extensión a 72°C por 1 min, con una extensión final a 72°C por 10 min. 

El producto de la reacción se analizó en un gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de 

etidio (EtBr), y se fotografió en un documentador de geles (Gel Logic 2000 Imaging System, 

Kodak). 

 

 



 22 

5.- Diferencia cuantitativa en la transcripción del gen de survivina (qRT-PCR). 

Para este ensayo utilizamos células HaCat no infectadas, e infectadas con los pseudoviriones 

de HPV16 y HPV18 a los 15 minutos, 30 minutos y 60 minutos de infección. El cDNA se 

obtuvo partiendo de 1µg de RNA molde, para cada tratamiento, utilizando el kit Super Script 

III (Invitrogen), por reacción se utilizaron 10 µl de RT Reaction Mix 2X, 2µl de RT Enzyme 

Mix, 1 µg de RNA y agua tratada con DEPC para obtener un volumen final de 20 µl. Cada 

tubo con la mezcla anterior, se incubó a 25°C por 10 min, seguido de una incubación a 50°C 

por 30 min, la reacción se terminó a 85°C por 5 min, se dejó en hielo y se adicionó 1 µl (2U) 

de RNAsa H de E.coli, finalmente se realizó una incubación a 37°C por 20 min. El cDNA 

obtenido fue almacenado a -20°C hasta su utilización. 

Para estandarizar la dilución de cDNA molde que era amplificable, se hicieron diluciones 

1:10, 1:100. 1:1000 y 1:10,000, partiendo de un stock de 50 ng/µl de cDNA; en cada pozo 

para placa de qRT-PCR en un volumen final de 20 µl por pozo. Se realizó una normalización 

de 6 genes, para encontrar un gen de referencia utilizando el kit geNorm Kit para uso con 

SYBR Green. 

La reacción de PCR en tiempo real fue llevada a cabo con el agente intercalante SYBR 

Green (SYBR GReenER qPCR Super Mix, Invitrogen),  mezclando 10 µl de SYBR Green, 

2.5 ng de cDNA, 200 y 300 nM de los oligonucleótidos para el gen de referencia (House 

Keeping Gene) y para survivina, respectivamente, y agua grado molecular para llevar a un 

volumen final de 20 µl por reacción, cada tratamiento se hizo por triplicado. Como gen de 

referencia se utilizó B2M (mioglobulina β2), para obtener la diferencia de expresión con 

cada muestra. 

El programa de amplificación consistió en una primera incubación a 50°C por 2 min (UDG), 

una segunda incubación a 95°C por 10 min (activación de Taq) y 40 ciclos de 95°C por 15 

seg y 60°C por 1 min, en un termociclador ABI-PRISM 7000. Como controles negativos se 

utilizaron una muestra con el RNA que se utilizó como templado y otra sin RNA, para 

asegurar que no hubiera contaminación con DNA. 

Para el análisis de los resultados  se llevaron los procedimientos estándar de obtención de 

ΔCt (cociente de muestra – gen de referencia), ΔΔCt (ΔCt del tratamiento – ΔCt del 

negativo) y el exponente 2-ΔΔCt. 
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6.- Inmunocitoquímica. 

Se sembraron 200,000 células HaCat en cubreobjetos de 12 mm de diámetro dentro de 

placas de 24 pozos. Después de 2 horas, una vez que las células se adhirieron se les retiró el 

medio y se hicieron 2 lavados con 150 µl de PBS cada uno. Las células fueron fijadas con 

150 µl de metanol frío por 10 minutos. La peroxidasa endógena fue bloqueada con 150 µl de 

una solución de peróxido de hidrógeno al 1% en metanol, por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Para bloquear sitios inespecíficos en la célula, se adicionó a cada pozo 150 µl de 

una solución de suero fetal bovino 1:4 en TBST/BSA (Bovine Serum Albumin, Roche) 

(Apéndice 1), por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Los anticuerpos anti-survivina (Abcam) que reconoce a la molécula de survivina humana 

completa, y anti-survivina fosforilada (Santa Cruz) que reconoce un péptido que corresponde 

a una secuencia corta de aminoácidos que contiene la Thr 34 fosforilada de survivina 

humana, fueron diluidos 1:100 en TBS/T/BSA, se adicionaron al pozo correspondiente y se 

dejaron incubando por 90 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionó el 

anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa (HRP: Horseradish Peroxidase) 

diluido 1:500 en TBST/BSA, por 45 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 4 

lavados con TBST/BSA, un lavado con PBS y un último lavado con agua desionizada. 

Como sistema de cromógeno para desarrollar la tinción se utilizó el kit Bajoran Purple 

(Biocare Medical) preparado al momento, en 1.25 ml de buffer que contenía 16 µl del 

reactivo A, más 16 µl del reactivo B y 16 µl del reactivo C, se agitó en vórtex y se 

adicionaron 100 µl a cada cubreobjeto, se dejó incubando por 10 minutos a temperatura 

ambiente, posteriormente se realizó una contratinción con hematoxilina para resaltar los 

núcleos celulares, por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con agua 

desionizada hasta que no quedó rastro de colorante. Para su análisis al microscopio, los 

cubreobjetos fueron montados en laminillas utilizando una gota de medio de montaje (Cover 

care, Biocare Medical). Las laminillas fueron analizadas en un microscopio óptico (Zeiss) a 

un aumento de 20X. 

 

7.- Análisis de proteínas por Western Blot. 

Se cosecharon 2X106 células HaCat de placas de cultivo para extraer proteína total. Las 

células fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos y posteriormente resuspendidas en 

500 µl de buffer de lisis NP-40 (Apéndice 2) mantenido en hielo. Para lisar las células por 

completo se hicieron pasar 3 veces por una aguja de insulina estéril. Se cuantificó la proteína 

total utilizando el kit BioRad-DC Protein assay para microplato, con 5 µl de la muestra más 
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25 µl del reactivo A, más 200 µl del reactivo B, se dejó incubar por 15 minutos a 

temperatura ambiente y se leyó la absorbancia a 750 nm en un lector de ELISA (BIOTEK, 

ELx800). El extracto celular fue diluido en un volumen igual de buffer de carga SDS-PAGE 

2X. Como control positivo, se utilizó 1µl de survivina recombinante humana (R&D 

Systems). Para desnaturalizar las proteínas, las muestras se hirvieron a 95°C durante 5 

minutos, posteriormente fueron cargadas por microgramo de proteína en un gel de 

poliacrilamida al 14% de acrilamida (Apéndice 5, 6) y se corrió la electroforesis a 2000 V 

por 1 hora aproximadamente (Apéndice 3). Se realizó la transferencia a una membrana de 

PVDF (Immobilon PSQ, Millipore) a 300 mA por aproximadamente 1 hr a 4°C en buffer de 

transferencia con 10% de metanol (Apéndice 4). 

La membrana fue bloqueada con 10 ml de una solución al 3% de BSA en TBST/BSA 

(Apéndice 1), a 4°C toda la noche. Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBST de 15 

minutos cada uno, en un rotor (LabRoller II) a 20 rpm, se incubó primeramente con el 

anticuerpo primario anti-survivina fosforilada (Thr34) (Santa Cruz) diluido 1:250 en 

TBST/BSA, a temperatura ambiente por una hora, en el rotor. Se realizaron 3 lavados de 15 

minutos cada uno con TBS/Tween 20. Se adicionó el anticuerpo secundario anti-IgG de 

conejo acoplado a HRP (Zymed) diuido 1:5000 en TBST/BSA y se incubó 30 minutos a 

temperatura ambiente en el rotor.  

 El anticuerpo primario anti-survivina (Abcam) fue utilizado en una dilución 1:500 en TBS-

T/1%BSA, incubando a temperatura ambiente por 1 hora. Como anticuerpo secundario se 

utilizó el mismo anti-IgG de conejo mencionado anteriormente. 

 

El anticuerpo anti-cdc2 (E161, Abcam) fue utilizado en una dilución 1:4000 en TBST/BSA, 

y las incubaciones y lavados fueron realizados de la misma manera que para los anticuerpos 

anteriores, como anticuerpo secundario se utilizó un anti-conejo acoplado a HRP (ZYMED) 

en una dilución 1:5000 en TBS-T/1%BSA. 

Todos las membranas fueron verificadas con un control de carga, utilizando el anticuerpo 

primario anti-β actina (Abcam) en una dilución 1:1000 en TBST/BSA, y como anticuerpo 

secundario un anti-IgG de ratón acoplado a HRP (ZYMED) en una dilución 1:5000 en 

TBST/BSA. 

Para poder revelar la misma membrana utilizando distintos anticuerpos, fue limpiada 

utilizando 12.4 ml de Tris 0.5 M  pH 6.8, más 20 ml de SDS al 10 % aforados a 100 ml con 

agua desionizada más 750 µl de β-mercaptoetanol (Stripping Buffer), se adicionaron 20 ml 

de stripping buffer a la membrana y se incubó a 50°C por 35 min. Posteriormente, se lavó 
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con agua destilada hasta que desapareció el olor del β-mercaptoetanol. La membrana fue 

equilibrada con TBST por 10 minutos en agitación a temperatura ambiente y se bloqueó con 

una solución TBST/BSA a 4°C toda la noche.  

El revelado se hizo por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL Plus (Amersham), una 

vez que se retiró el anticuerpo secundario, la membrana fue lavada 3 veces con TBST y se 

agregaron 1 ml del reactivo A más 25 µl del reactivo B, se dejó incubando por 5 minutos y 

se colocó una placa autorradiográfica (Kodak). La placa se expuso de 1 a 5 minutos en el 

cassette de exposición en el cuarto obscuro, se introdujo en el revelador y posteriormente en 

el fijador (ambos de la marca Kodak, Apéndice 7, 8) hasta observar a simple vista las bandas 

correspondientes. 

 

8.- Pseudoinfección de células HaCat con los pseudoviriones HPV18 (extracción de 

proteína). 

Se sembraron 1x10 6 células HaCat en placas de 6 pozos, con 2 ml de medio RPMI,  cada  

pozo fue incubado con 10 µl de pseudoviriones de HPV18 a distintos tiempos: 15, 30 y 60 

min, 1, 2, 6, 12, 24 y 48 horas, además de un control que no fue incubado con 

pseudoviriones, se mantuvieron a 37° C.  

Las células fueron cosechadas y se les extrajo proteína total de la manera previamente 

descrita, utilizando el buffer de lisis NP-40 adicionado con inhibidores de proteasas y de 

fosfatasas (ZYMED) al 10% y 1%, respectivamente. Los extractos proteicos se alicuotaron y 

se guardaron a  -80° C hasta su utilización. 

 

9.- Inhibición de los receptores celulares heparán sulfato y α6 integrina. 

Se sembraron 1x106 células HaCat en placas de 6 pozos. 

Como controles se utilizaron células HaCat y células HaCat más 10 µl de pseudoviriones de 

HPV18, se incubaron por 2 hr a 37°C. 

Para el primer tratamiento, las células fueron incubadas con 2 U de Heparinasa I (SIGMA) 

en buffer de digestión que contenía 20 mM de Tris-HCl pH=7.5, 50 mM de NaCl, 4 mM  de 

CaCl2 y 0.01% de BSA, en un volumen final de 2 ml, por 1 hr a 37°C, transcurrido este 

tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS pH=6.8, se les agregó medio nuevo y se incubaron 

con 10 µl de pseudoviriones de HPV18 por 2 hr a 37°C. 

Para el segundo tratamiento, las células fueron incubadas con 10 µg  de un anticuerpo anti 

α6 integrina (CD49f, Millipore), en 2 ml de PBS, por 1 hr a 37°C, transcurrido este tiempo 
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se realizaron 3 lavados con PBS, se les agregó medio nuevo y se incubaron con 10 µl de 

pseudoviriones de HPV18 por 2 hr a 37°C. 

Para el tercer tratamiento, las células fueron incubadas primeramente con heparinasa (de la 

misma forma que en el primer tratamiento) y posteriormente con el anticuerpo anti α6 

integrina (de la misma manera que en el segundo tratamiento), para finalizar se agregaron10 

µl de pseudoviriones de HPV18 y se mantuvieron  por 2 hr a 37°C.       

 

10.- Ensayos de inducción de apoptosis 

Para conocer la dosis letal media (DL50) del antineoplásico cisplatino en células HaCat, se 

realizó un ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), el 

cual es un método ampliamente utilizado para medir la viabilidad celular  mediante la 

reducción metabólica del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato-

deshidrogenasa en un compuesto de color azul conocido como formazan, permitiendo así 

determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, la cantidad de células vivas 

es proporcional a la cantidad de formazan producido. 

En una placa de 96 pozos se sembraron 50,000 células HaCat con 200 µl de medio RPMI, se 

incubaron a 37°C por 2 horas, después de la adhesión celular, se agregaron distintas 

concentraciones de cisplatino (Blastolem RU, Lemery) (0, 0.25, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1, 

1.25, 1.5, 2, 5, 10 12.5, 15, 20, 22.5 y 25 µg/µl.) y se incubaron nuevamente a 37°C por 24 

horas, se retiró el medio y se hizo un lavado con PBS, se adicionaron 200 µl de medio fresco 

a cada pozo más 50 µl de MTT (1mg/ml de PBS, SIGMA) y se incubó a 37°C por 2 horas. 

Transcurrido este tiempo, se retiró el medio, se hizo un lavado con PBS y se adicionaron 200 

µl de isopropanol a cada pozo, los cuales fueron resuspendidos y cambiados a pozos limpios, 

inmediatamente se realizó una lectura espectrofotométrica a 570 nm en el lector de ELISA.  

Para conocer el efecto de la infección con los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 sobre la 

apoptosis producida por cisplatino, en placas de 96 pozos se sembraron 50,000 células 

HaCat en cada pozo, se incubaron a 37°C por 2 horas para que se adhirieran las células, 

posteriormente fueron infectados pozos por duplicado en un intervalo de 1, 2, 6, 24 y 48 

horas, con los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 (1.5 µl c/u). Transcurrido el tiempo de 

infección, se les agregó la  DL50 de cisplatino y se dejaron incubando a 37°C por 24 horas. 

Posteriormente se realizó el ensayo de MTT  y se realizó la lectura a 570nm. 

Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

 

 



 27 

11.- Análisis Estadístico 

Para la realización de los análisis estadísticos se utilizaron análisis de varianza y la Prueba 

Post hoc de Tukey, estableciendo un criterio de significancia de P<0.05. 

 

 

 
 
 
 
RESULTADOS 

 
 

1.- Corroboración de la capacidad infecciosa  de los pseudoviriones . 

Para conocer la cantidad necesaria de pseudoviriones capaces de infectar a las células HaCat, 

se evaluaron 3 volúmenes distintos, los cuales fueron 10, 5 y 2.5 µl de pseudoviriones de 

HPV16. Después de 72 hrs, las células fueron observadas en el microscopio de fluorescencia 

a un aumento de 20X. No hubo mayor diferencia en la fuorescencia (generada por la GFP 

reportera de los pseudoviriones) cuando se infectaron con 10 ó 5 µl, mientras que las células 

infectadas con 2.5 µl presentaron una fluorescencia menor. Por lo que decidimos tomar 

como volumen óptimo el de 5 µl, ejemplo mostrado en la figura 8.  

Estos datos nos sirvieron para conocer la concentración apropiada de pseudoviriones para 

realizar posteriores experimentos. 

 
 

  
 
                      Luz blanca                                       Fluorescencia  
 
 
Fig. 8.- Infección de células HaCat con pseudoviriones de HPV16. Monocapas de células HaCat fueron 

infectadas con 5 µl de pseudoviriones de HPV16. La expresión del gen reportero que codifica la proteína verde 

fluorescente se evaluó a las 72 horas por microscopía de fluorescencia (20X). 
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2.- Expresión del gen de Survivina en células HaCat. 

Para conocer la expresión basal del gen de survivina en células HaCat, se realizó un RT-PCR 

de punto final. Se extrajo el RNA total y se utilizó como molde para obtener cDNA y 

amplificar con los oligonucleótidos correspondientes a dicho  gen (sección 2.4). Se obtuvo 

un amplicón de 338 pb, correspondiente al gen de survivina. Gracias a esta observación se 

pudo determinar que existe una expresión basal del mensajero del gen de survivina (Figura 

9) en las células utilizadas para este estudio.  

 
Fig. 9.- RT-PCR de punto final del gen de survivina. MPM: Marcador de peso molecular 100bp, (-) control 
negativo se utilizaron todos los reactivos excepto la retrotranscriptasa, (+) amplicon de survivina del RNA 
extraído de células HaCat. 
 

3.- Efecto de la infección con pseudoviriones de HPV16 y HPV18 sobre la activación de 

la transcripción  del gen de Survivina. 

Para determinar el efecto de la infección por HPV sobre la activación transcripcional de 

survivina, se analizó el RNA total extraído de células no infectadas e infectadas con los 

pseudoviriones de HPV16 y HPV18 a 4 tiempos distintos en el lapso de una hora (es decir, 

15, 30 y 60 minutos). El amplicon de 338 pb obtenido, correspondiente al gen de survivina 

no mostró diferencias a simple vista entre los distintos tiempos de pseudoinfección, así como 

tampoco entre la pseudoinfección realizada con los 2 tipos virales 16 y 18 (Figura 10). Dicha 

observación no fue concluyente ya que el ensayo realizado fue un RT-PCR de punto final 

que es solamente cualitativo. 

 
A)                                                                                                   B)                                                                           

            
Fig. 10.- Expresión del gen de survivina en células infectadas con los pseudoviriones de HPV16 (A) y HPV18 

(B).  MPM: Marcador de Peso Molecular 100 bp, (-) como control negativo se utilizaron todos los reactivos 

excepto la retrotranscriptasa.  1: Células HaCat sin pseudoviriones, 2: 15 minutos de infección, 3: 30 minutos 

de infección, 4: 60 minutos de infección.  
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4.- Activación transcripcional del gen de Survivina en células infectadas con 

pseudoviriones de HPV16 y HPV18. 

Para corroborar con detalle si había una diferencia en la transcripción del gen de survivina, 

mediada por la infección con los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 (psHPV16 y 

psHPV18), se realizó un PCR en tiempo real (qRT-PCR “quantitative Real Time-PCR”) con 

el cDNA obtenido de las células no infectadas e infectadas con ambos tipos de 

pseudoviriones, utilizando los mismos tiempos que en la sección anterior (Figura 11). Se 

observó que no hubo un incremento significativo (P=0.581) en la transcripción de las células 

infectadas con los pseudoviriones de HPV16. 

De manera interesante, observamos que en las células infectadas con los pseudoviriones de 

HPV18 hubo un incremento significativo en la transcripción del gen de survivina a través del 

tiempo, a los 15 y 30 minutos de infección la transcripción de survivina fue mayor al nivel 

basal sin llegar a ser significativo (P>0.05). En contraste, a los 60 minutos de infección el 

incremento en la transcripción de survivina fue de aproximadamente 10 veces con respecto 

al nivel basal (P<0.0001) (Figura 12). Estos resultados indican que la infección con los 

pseudoviriones de HPV18, regula positivamente la transcripción del gen de survivina. 

 
Fig. 11.- Activación transcripcional del gen de survivina en las células infectadas con pseudoviriones de 
HPV16.  s/ps: células HaCat sin pseudoviriones. Tiempo de infección con pseudoviriones a los 15, 30 y 60 
minutos.  
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Fig. 12.- Activación transcripcional del gen de survivina en las células infectadas con pseudoviriones de 
HPV18.  s/ps: células sin pseudoviriones. Tiempo de infección a los 15, 30 y 60 minutos.  
 

5.-  Expresión basal de la proteína Survivina en las células. 

Como un primer acercamiento para conocer de manera cualitativa el nivel basal de la 

expresión de la proteína survivina y survivina activa (fosforilada  en la Thr 34) presente en 

las células HaCat, se realizó una inmunocitoquímica. 

Como puede observarse en la Figura 13, las células HaCat tuvieron una tinción positiva para 

survivina y survivina fosforilada, principalmente en el citoplasma, indicando que existe un 

nivel basal en la expresión survivina, además de que alguna proporción está fosforilada. El 

control negativo al cual no se le agregó anticuerpo primario, solo presentó núcleos azules 

debido a la contratinción con hematoxilina.  

           α-survivina                     α-survivina-P (Thr34)                       Control - 

 
Fig. 13.- Inmunocitoquímica de células HaCat  (aumento 20 X). 
Survivina total (izquierda), survivina fosforilada (centro) y control negativo (derecha) al cual no se le agregó 
anticuerpo primario. 
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6.- Efecto de la infección con pseudoviriones de HPV18 sobre la expresión de la 

proteína Survivina. 

Una vez conocido el incremento en la expresión transcripcional de survivina mediado por la 

infección de los pseudoviriones de HPV18, nos dimos a la tarea de analizar la expresión de 

la proteína, así como la fosforilación de la misma. Para ello, se infectaron células con 

pseudoviriones de HPV18  en tiempos de 15, 30 y 60 minutos, así como a las 2, 6, 12, 24 y 

48 horas, estos últimos reportados en estudios de evaluación de la proteína. La expresión 

proteica fue evaluada por Western Blot. 

 

En la Figura 14 podemos observar que la proteína Survivina (16.5 kDa) muestra una 

tendencia a  incrementar su expresión dependiente del tiempo de infección. Observamos que 

a las 6 horas hay un pico en la expresión, la cual va disminuyendo como se puede apreciar a 

las 48 horas. Por otro lado, pudimos observar que la fosforilación de la proteína (pSurvivina) 

muestra la misma tendencia a incrementar su expresión, la cual es visible a partir de los 30 

minutos de infección, presentando un pico a las 2 horas que se mantiene hasta las 12 horas y 

posteriormente disminuye.  

 
 
Fig. 14.- Western Blot. Efecto de la infección con pseudoviriones de HPV18 en la expresión de la proteína 

Survivina. Los tiempos de infección fueron de 0, 15, 30 y 60 minutos, así como 2, 6 12, 24 y 48 horas. Las 

imágenes corresponden a los blots de Survivina, Survivina fosforilada y β-actina (control de carga). 
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7.- Efecto de la inhibición de los receptores α6β4 integrina y heparán sulfato en la 

expresión de la proteína survivina. 

Con la finalidad de determinar si el incremento en la expresión de survivina es mediado por 

la unión de los pseudoviriones a los receptores celulares α6β4 integrina y heparán sulfato 

que son utilizados por el HPV para infectar a las células, se realizó un ensayo de inhibición 

pre-incubando a las células ya sea con heparinasa para digerir los residuos sulfatados del 

heparán sulfato, o con el anticuerpo CD49f que es dirigido contra el complejo α6β4 

integrina para bloquear la unión a sus ligandos, y con ambos. Posteriormente se realizó el 

ensayo de infección, se extrajo proteína total y se analizó la expresión de survivina por 

Western Blot.  

En la Figura 15 podemos apreciar claras diferencias en la expresión de la proteína survivina, 

la cual se incrementó cuando las células fueron infectadas con los pseudoviriones de HPV18, 

y las células fueron tratadas previamente con heparinasa, la expresión de survivina fue 

menor a la presentada cuando las células fueron infectadas con los pseudoviriones de 

HPV18, pero fue el doble de la expresión en las células que no recibieron ningún 

tratamiento. Por otro lado, cuando las células fueron pre-incubadas con el anticuerpo anti-

integrina CD49f, la expresión de survivina mostró un nivel ligeramente mayor al de las 

células no infectadas. De manera interesante, cuando la infección fue antecedida de una 

incubación con heparinasa y con el anticuerpo anti-integrina, la expresión de survivina 

disminuyó aproximadamente al nivel que presentó en las células no infectadas, de acuerdo a 

la densitometría realizada (Figura 16). 

El mismo comportamiento fue observado en la expresión de survivina fosforilada, donde 

podemos apreciar que en la infección con los pseudoviriones de HPV18, el nivel de 

expresión aumenta con respecto a las células que no fueron infectadas, cuando las células 

fueron pre-incubadas con heparinasa el nivel de expresión disminuye con respecto a las 

células que fueron infectadas con los pseudoviriones pero es ligeramente mayor a la 

expresión de las células que no recibieron ningún tratamiento. Cuando las células fueron pre-

incubadas con el anticuerpo anti-integrina, el nivel de expresión fue similar al que presentan 

las células que no fueron infectadas, y nuevamente, cuando la infección es antecedida de la 

incubación con heparinasa y el anticuerpo anti-integrina, el nivel de expresión es muy 

similar al que presentan las células que no fueron infectadas. 

Como un acercamiento a la cascada de señalización que se desencadena en la activación de 

survivina, mediada por la unión de los pseudoviriones a sus receptores, analizamos el nivel 

de expresión de la cinasa cdc2 que se sabe es la encargada de fosforilar a survivina. Lo que 
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se aprecia en las Figuras 16 y 17 es que la expresión de cdc2 aumenta con la infección de los 

pseudoviriones, con respecto a las células que no fueron infectadas, y ya no es visible 

cuando las células fueron pre-incubadas con heparinasa, con el anticuerpo anti- integrina y 

con ambos. 

Como control de carga se  utilizó anti-β actina. 

                       
Pseudoviriones	   -	   +	   +	   +	   +	  

Heparinasa	   -	   -	   +	   -	   +	  

Anticuerpo anti-integrina	   -	   -	   -	   +	   +	  

 

Fig. 15.-  Western Blot. Efecto de la inhibición de los receptores a6b4 integrina y heparán sulfato en la 

expresión de survivina, survivina fosforilada y cdc2, utilizando Heparinasa y/o el anticuerpo anti-integrina 

CD49f. 

 

 
Fig. 16.- Análisis densitométrico de la expresión de Survivina fosforilada (pSurvivina), Survivina y cdc2 en  1) 

células HaCat, 2) Infección con los pseudoviriones de HPV18, 3) Incubación con heparinasa, 4) Incubación 

con el anticuerpo anti-integrina CD49f y 5) Incubación con heparinasa y el anticuerpo CD49f. 
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8.- Efecto de la infección con los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 en la inducción de 

apoptosis por cisplatino en células HaCat. 

Nuestros resultados indican que la infección con HPV18 induce una sobre expresión de 

Survivina, y dado que esta es una proteína antiapoptótica, realizamos un ensayo para 

conocer si dicha sobreexpresión podría afectar la apoptosis de las células al ser tratadas con 

el quimiofármaco cisplatino (CisPl), el cual es utilizado en las terapias contra el cáncer 

cérvico-uterino. 

Como primer paso para conocer la sensibilidad de las células HaCat al cisplatino, se realizó 

una curva mediante el ensayo de MTT, probando distintas concentraciones de cisplatino por 

24 hr, dando como resultado una Dósis Letal media (DL50) de 1.25 mg/ml. 

Posteriormente, se realizó un ensayo en el cual las células fueron infectadas con los 

pseudoviriones de HPV16 y HPV18 por diferentes tiempos e inmediatamente tratadas con la 

DL50 de cisplatino.  

 

Los resultados muestran que la infección con pseudoviriones de HPV16 tienen un efecto en 

la sobrevivencia al cisplatino que depende del tiempo de infección. Como se muestra en la 

Figura 17, la infección por 1 y 2 horas no mostró efecto sobre el número de células vivas 

después de la exposición a cisplatino. Sin embargo, la infección por 6 y 48 horas, indujo un 

incremento del 21.1% y 25% (P<0.05) respectivamente en el número de células vivas 

después del tratamiento con cisplatino.  

De igual manera, la infección con pseudoviriones de HPV18 mostró un efecto en la 

sobrevivencia al cisplatino dependiente del tiempo de infección. Como se muestra en la 

Figura 18, la infección por 1 y 2 horas no mostró efecto sobre el número de células vivas 

después de la exposición a cisplatino. Sin embargo, la infección por 6, 24 y 48 horas, indujo 

un incremento del 25.1%, 25.5% (P<0.05) y 50% (P<0.0001) respectivamente, en el número 

de células vivas después del tratamiento con cisplatino. De manera interesante, la infección 

con pseudoviriones de HPV18 en ausencia de cisplatino, indujo un aumento del 10% de 

células vivas, en comparación con las células que no fueron infectadas.  
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Cisplatino (DL50)	   -	   -	   +	   +	   +	   +	   +	   +	  

 
Fig. 17.- Efecto de la infección con pseudoviriones de HPV16 sobre la muerte de células HaCat inducida por 

cisplatino. (-) Células que no fueron infectadas con los pseudoviriones de HPV16. (0) Células infectadas con 

los pseudoviriones de HPV16 en ausencia de cisplatino. 1, 2, 6, 24 y 48 horas de infección con los 

pseudoviriones de HPV16. 

 

 

 

 
Cisplatino (DL50)	   -	   -	   +	   +	   +	   +	   +	   +	  

 

Fig. 18.- Efecto de la infección con pseudoviriones de HPV18 sobre la muerte de células HaCat inducida por 

cisplatino. (-) Células que no fueron infectadas con los pseudoviriones de HPV18. (0) Células infectadas con 

los pseudoviriones de HPV18 en ausencia de cisplatino. 1, 2, 6, 24 y 48 horas de infección con los 

pseudoviriones de HPV18.  
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DISCUSIÓN 
 
La infección recurrente por HPV  de alto riesgo es el principal factor etiológico en el 

desarrollo del cáncer cérvico-uterino. Actualmente se tiene conocimiento de las proteínas 

virales oncogénicas, así como el mecanismo que utilizan en la transformación de las células 

infectadas.  Sin embargo, hasta ahora se conoce muy poco sobre las primeras etapas de la 

infección en las células epiteliales, ocasionada por el HPV y su interacción con los 

receptores presentes en dichas células que desemboca en señales que permiten continuar con 

la malignización de estas. 

En el presente trabajo estudiamos el efecto de la infección por HPV en la expresión y 

fosforilación de la proteína survivina, la cual es de gran importancia debido a su función 

dual como reguladora del ciclo celular y como inhibidora de la apoptosis, para  tener una 

aproximación de lo que sucede en las etapas iniciales de la infección. 

 

En la realización de este trabajo se utilizó la línea celular HaCat, la cual fue derivada de 

queratinocitos humanos tansformados espontáneamente durante el cultivo. Estas células no 

son de origen tumoral, sin embargo cuando fueron analizadas por RT-PCR se observó una 

expresión basal del gen de survivina. Es probable que la expresión de survivina sea un 

evento asociado con el ciclo celular de las células que forman parte de un cultivo 

asincrónico, ya que se ha descrito que survivina se expresa preferencialmente durante la fase 

G2-M del ciclo (Ambrosini et al., 1997), y que participa durante la división celular 

formando parte del complejo de proteínas asociadas al centrómero (Honda et al., 2003; 

Wheathley et al., 2004). 

   

Dado que el interés principal del presente trabajo era estudiar el efecto de la infección en 

etapas tempranas por HPV16 y HPV18 sobre la expresión de survivina, realizamos 

infecciones de células HaCat con pseudoviriones derivados de ambos tipos virales. Al 

analizar el efecto de la infección sobre la expresión del gen de survivina por PCR en tiempo 

real, observamos un incremento de la expresión del gen de survivina dependiente del tiempo 

en células infectadas con HPV18 (P<0.0001). Sin embargo, la infección con HPV16 no 

produjo cambios detectables en la expresión del gen de survivina (P>0.05). La sobre-

expresión de survivina en células infectadas con HPV18 podría explicar en parte la 

agresividad reportada para este tipo de virus, el cual se asocia con el desarrollo acelerado de 

adenocarcinomas (Arends et al., 1993). 
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Nuestros resultados indican que la infección por HPV18 induce un incremento en la 

expresión del gen de survivina. La sobre-expresión de survivina ha sido asociada 

principalmente con etapas avanzadas de diferentes cánceres humanos (Kim et al., 2010; 

Krepela et al., 2009; Nouraee et al., 2009; Small et al., 2010), incluido el cáncer cervical, en 

el que adicionalmente se ha demostrado que existe una correlación positiva entre los niveles 

de expresión de survivina y la etapa clínica de los tumores (Singh et al., 2004; Yaqin et al., 

2007). En estudios de inmunohistoquímica se ha podido establecer que la expresión de 

survivina es un evento que se manifiesta durante el desarrollo del cáncer cervical, ya que se 

puede detectar en lesiones pre-malignas de bajo y alto grado. De tal forma, se ha reportado 

que existe una relación lineal significativa entre el grado de la lesión y la intensidad de la 

expresión de survivina (Frost et al., 2002; Branca et al., 2005; Jimenez et al., 2007). En 

algunos trabajos se ha establecido que la sobre-expresión de survivina está fuertemente 

asociada con la infección por HPV de alto riesgo (Branca et al., 2005) observándose una co-

localización del DNA de HPV y el de survivina en las células de este tipo de lesiones 

cervicales (Frost et al., 2002). Sin embargo, esta es la primera vez que se reporta una 

alteración en la expresión de survivina mediada simplemente por la infección con HPV, y de 

manera independiente al desarrollo de una lesión cervical. 

 

Es conocido que algunos virus son capaces de interaccionar con survivina en diferentes 

maneras. Por ejemplo, se sabe que en el caso del virus de la Hepatitis B, la proteína 

survivina y la proteína X del virus (HBX) forman un complejo y se unen a la procaspasa-9, 

previniendo su reclutamiento al factor regulador mitocondrial Apaf-1, de tal manera que 

suprime la apoptosis que es iniciada vía mitocondria/citocromo c,  potenciando así la 

carcinogénesis hepato-celular (Marusawa et al., 2003).  

Mientras que la presencia de la proteína 5A no-estructural del virus de la Hepatitis C, puede 

estimular la expresión de la proteína survivina como resultado del aumento en la 

transcripción del gen (Zhou & Gong, 2006). Así mismo, el Poliomavirus JC induce la 

expresión de survivina en eventos tempranos de la infección, antes de que inicie la 

replicación del DNA viral, es probable que este evento suceda por la unión de la proteína 

reguladora antígeno T al promotor de survivina, activándolo (Pina-Oviedo et al., 2007). Y 

por último, la proteína Vpr del virus del VIH-1 es capaz de inducir la expresión de  survivina 

por transactivación de su promotor, manteniendo el ciclo celular arrestado en G2/M (Zhu et 

al., 2003). Para el caso particular del HPV se ha reportado que la proteína E6 del HPV16 
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interactúa con p53 induciendo su degradación por ubiquitinación y de esta manera activa al 

promotor de survivina originando una sobre-expresión de la misma (Borbély et al., 2006).   

  

Se ha reportado que para ser capaz de realizar su función anti-apoptótica, la proteína 

survivina debe ser fosforilada en el residuo 34 de treonina (Thr) (O’Connor et al., 2000). Por 

lo tanto, con la finalidad de investigar si la infección por HPV18 tiene un efecto sobre la 

fosforilación de survivina, se realizó la infección de células HaCat con pseudoviriones de 

HPV18 y se evaluó tanto la expresión como la fosforilación de survivina mediante Western 

Blot, utilizando para lo segundo un anticuerpo que reconoce específicamente el residuo de 

Thr34 fosforilado. De manera interesante, la cantidad de survivina aumentó 

significativamente después de la infección viral, observándose un nivel máximo a las 6 horas 

post-infección. De manera interesante, cuando se evaluó el nivel de fosforilación, no se 

detectó una señal positiva antes de la infección. La proteína fosforilada comenzó a ser 

visible a los 30 minutos post-infección, presentando un nivel máximo a las 6 horas, el cual 

coincide con el mayor nivel de expresión. Esta observación es interesante ya que es la 

primera vez que se reporta que existe una expresión  y fosforilación de la proteína survivina, 

en los primeros momentos de la infección por HPV.  

En algunos trabajos, se ha reportado a survivina fosforilada en el residuo 34 de Thr en 

distintos carcinomas, como en el oral de células escamosas (OSCC), en donde se encontró 

predominantemente en el núcleo celular, durante el proceso de maliginización de las células 

de fibrosis oral submucosa (Zhou et al., 2008). En contraste, Mesri (2001) utilizó una 

transfección con una survivina no fosforilable (cambiando la Thr34 por una Alanina) en 

líneas celulares de cáncer de mama, cervical, próstata, pulmón y colorrectal, y la propuso 

como una terapia contra el cáncer, ya que encontró que al hacer a survivina no fosforilable, 

las células morían por apoptosis. De la misma manera, al evaluar tejidos cancerosos de 

próstata, el grupo de Zhang mostró que al cambiar la Thr 34 por una Ala, las células 

cancerosas comenzaban a morir por apoptosis (Zhang et al., 2010). Lo anterior apoya 

nuestros resultados indicando un papel importante en la fosforilación de survivina y su 

efecto anti-apoptótico. En ambos casos, survivina ha sido encontrada en tejidos cancerosos o 

en proceso de malignización que son eventos tardíos, a diferencia de lo encontrado en el 

presente trabajo en donde se encontró dicha fosforilación desde los primeros momentos de la 

infección por HPV. 
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Se sabe que los virus de HPV infectan a las células para-basales del epitelio cervical, y es 

solamente en los queratinocitos terminalmente diferenciados donde son ensambladas las 

proteínas de la cápside y las partículas virales, por lo que el ciclo infeccioso completo del 

HPV depende del programa de diferenciación del queratinocito (Stanley et al., 2007). 

Debido a que este es un epitelio de recambio y que las células son descamadas, es probable 

que en este proceso, la infección de los virus de HPV en las células para-basales 

desencadene un proceso anti-apoptótico mediado en este caso por la sobre-expresión de la 

proteína survivina, que pase por alto la vigilancia del sistema inmunológico activado por la 

misma infección, lo cual permita que la célula continúe con su proceso de división normal, 

replicando así mismo el material genético del HPV que se encuentra en un estado episomal. 

Dado que nuestros resultados mostraron un aumento en la fosforilación de survivina, 

mediada por la infección de los pseudoviriones de HPV18 en las primeras horas post-

infección, y que esta es la manera en que se encuentra la proteína para llevar a cabo su 

función anti-apoptótica, podríamos suponer que se está llevando a cabo el proceso 

anteriormente descrito, lo cual permitiría que en un proceso posterior, el DNA viral se 

integre al cromosoma celular y se expresen la proteínas tardías E6 y E7 que son las que 

intervienen en el proceso de malignización de las células, y quizá esto no tome mucho 

tiempo después de la infección, lo cual reflejaría la mayor agresividad en el proceso de 

carcinogénesis mediado por la infección de HPV18. 

 

Se ha reportado que la infección primaria por HPV se inicia a través de la unión de las 

partículas virales a receptores localizados en la superficie de sus células blanco. Inicialmente 

se propuso a la Integrina α6β4 como el receptor primario para el HPV6  y 16 (Evander et 

al., 1997; McMillan et al., 1999; Yoon et al., 2001). Posteriormente, se observó que algunos 

tipos virales son capaces de infectar células que no expresan la Integrina α6β4, y que las 

partículas virales pueden utilizar al Heparán Sulfato como receptor, como se ha reportado 

para los HPV 16, 18, 31, 33, 39, 45, 58, 59, 68 (Combita et al., 2001; coincidiendo con lo 

reportado por Giroglou et al., 2001 para los tipos virales 16 y 33), y para el HPV 11 (Joyce 

et al., 1999). Por lo tanto, con la finalidad de demostrar por un lado que el efecto de la 

infección por HPV18 sobre la expresión y fosforilación de survivina es mediado por la unión 

de la pseudopartícula viral a los receptores descritos, y por otro evaluar la posible 

participación de los mismos en tal proceso, se realizaron experimentos en los cuales se 

bloqueó a la Integrina con un anticuerpo neutralizante, o bien se trató a las células con 
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Heparinasa para digerir los residuos sulfatados del heparán sulfato a los que se unen los 

pseudoviriones.  

Los resultados mostraron que el bloqueo de la Integrina no abolió la expresión de survivina 

mediada por la infección con los pseudoviriones, pero sí indujo una disminución 

significativa de dicha expresión, lo cual sugiere que la inducción de la expresión de 

survivina depende parcialmente de la Integrina y de posibles vías de señalización activadas 

tras la unión de a cápside viral a dicha proteína. Con respecto a lo anterior, se ha demostrado 

que las Integrinas participan en la activación de distintas cascadas de señalización como las 

presentes en el reacomodo de la matriz extracelular (EMC) que se presenta en distintos tipos 

de cáncer (Larsen et al., 2006) o en cultivos celulares de melanoma murino (Sil & 

Chatterjee, 2011), en respuesta a estrés mecánico (Pereira et al., 2011) y para regular la 

proliferación celular, activación, migración y homeoestasis (Hynes, 2002), a través de 

mecanismos llamados outside-in e inside-out, los cuales se siguen estudiando debido a la 

gran cantidad de moléculas involucradas.  

Por otro lado, cuando las células fueron incubadas con heparinasa, se detectó una 

disminución de la expresión de survivina inducida por la infección con pseudoviriones. Esta 

observación sugiere que el Heparán Sulfato tiene también una participación parcial en la 

activación de la expresión de survivina al unirse a las pseudopartículas virales. Se ha 

reportado que las moléculas de heparán sulfato son capaces de activar vías de señalización 

como en células BaF3 donde modulan la actividad de proteínas de la familia FGF (Factor de 

Crecimiento de Fibroblastos) (Berry et al., 2004) uniéndose a ellas (Yayon et al., 1991) e 

incluso, cooperando con las integrinas para conectar la matriz extracelular al citoesqueleto 

(Lopes et al., 2006). 

Así mismo, existe evidencia en la literatura de la activación de cdc2 (cinasa que fosforila a 

survivina) por integrinas, como en el caso de la migración celular donde la integrina α5β3 

tiene como efector río abajo a cdc2 (Manes et al., 2003) y existe solo un reporte que 

involucra la unión de virus del herpes HSV-1 y una vez que ha infectado a la célula, es capaz 

de activar cinasas, entre ellas cdc2 (Carter, 2008).   

De manera interesante, nuestros resultados mostraron que la inhibición de alguno de los dos 

receptores de manera individual no logró abatir la expresión de survivina mediada por la 

infección por pseudoviriones, lo cual sugiere que ambos receptores participan en este 

fenómeno. Esta propuesta fue apoyada por la observación de que al inhibir ambos receptores 

la expresión de survivina mediada por la pseudoinfeción fue abatida. Hasta el momento no 
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existían reportes donde se mostrara que la expresión de survivina puede ser regulada a través 

de dos receptores diferentes.  

Se sabe que la cinasa dependiente de ciclinas cdc2, es la encargada de fosforilar a survivina 

en la Thr34 (Frost et al., 2002) y que esta puede ser activada a partir de la α6β4 integrina en 

cascadas de sobrevivencia y proliferación celular (Mainiero et al., 1994; Noh et al., 2010), 

por tal motivo decidimos analizar la expresión de la cinasa cdc2 en la infección de células 

HaCat con los pseudoviriones de HPV18. Los resultados mostraron un aumento en la 

expresión de cdc2 con la infección de los pseudoviriones. Dicha expresión fue abatida 

cuando la infección fue bloqueada utilizando Heparinasa y/o el anticuerpo anti-integrina.  

Estos resultados sugieren que esta cinasa se expresa a partir de la unión de los 

pseudoviriones de HPV18 a los receptores, lo que pasaría en los primeros momentos de una 

infección por el virus, llevando así la función de fosforilar a survivina.  

El Cisplatino es un antineoplásico que se utiliza en las terapias contra el cáncer cérvico-

uterino (Mancebo et al., 2010). Dado que survivina tiene una actividad antiapoptótica y que 

la infección con los pseudoviriones de HPV16 y HPV18 mostró un aumento en la expresión 

de esta proteína, analizamos el efecto de la infección en la apoptosis mediada por Cisplatino 

en células HaCat. Los resultados mostraron que las células infectadas con los pseudoviriones 

de HPV16 presentaron una mayor sobrevivencia al cisplatino. Por otro lado, las células 

infectadas con los pseudoviriones de HPV18 tuvieron una sobrevivencia aún mayor que la 

presentada por los pseudoviriones de HPV16, ante el quimiofármaco. Así mismo, la 

infección con pseudoviriones de HPV18 en ausencia de cisplatino, indujo un aumento en la 

sobrevivencia celular, cuando se les comparó con las células que no fueron infectadas, por lo 

que dicha infección podría estar contribuyendo a la proliferación de las mismas o 

protegiéndolas de la apoptosis. 

Estos resultados coinciden con la sobre-expresión de survivina presentada en las células 

infectadas con los pseudoviriones, y probablemente este evento podría estar relacionado, 

como lo mencionamos previamente, a la mayor agresividad que presenta el HPV18 al 

infectar a las células y progresar rápidamente hacia un cáncer invasivo, lo que coincide con 

lo reportado por el grupo de Arends (1993) donde sugiere la posibilidad de un mayor riesgo 

de progresión o malignización más rápida en la infección por HPV18.  

 

Hasta ahora, los trabajos que muestran una relación entre la sobre-expresión de survivina en 

el cáncer, y en particular en cáncer cérvico-uterino, reportan que el gen de survivina es 
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sobre-expresado por una transactivación de su promotor (Mirza et al., 2002; Raj et al., 2008) 

mediada por las proteínas oncogénicas E6 y E7 de HPV16, que se lleva a cabo por la 

degradación de p53 mediada por la proteína E6  así como la inactivación de pRB mediada 

por la unión de la proteína E7 del virus (Bórbely et al., 2006). A diferencia de lo encontrado 

por el grupo de György Veress (Borbély et al., 2006), en el presente trabajo encontramos 

que existe una sobre-expresión del gen y de la proteína Survivina a partir de los primeros 

momentos de la infección, y que además este proceso es independiente de la activación de 

E6 y E7 (las cuales no estuvieron presentes en nuestro estudio).   

Sería interesante conocer si el factor nuclear NFκB se encuentra relacionado al incremento 

en la transcripción del gen de survivina que se observó en el presente estudio, ya que se ha 

reportado la existencia de una secuencia de reconocimiento para este factor en el promotor 

de survivina (Kawakami et al., 2005) y si la infección por los pseudoviriones de HPV16 y 

HPV18, mediante su unión a los receptores Heparán Sulfato y α6β4, es capaz de activar a 

dicho factor nuclear. 

  

Debido a lo anterior, lo encontrado en este proyecto resulta de gran relevancia para 

comprender lo que sucede en etapas tempranas de la infección por HPV. 
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CONCLUSIONES 
 
 

 
 
 

• La infección con pseudoviriones de HPV18 induce la sobre-expresión del gen de 

Survivina en células HaCat. 

 

 

 

• La infección con pseudoviriones de HPV18 induce la sobre-expresión de la proteína 

Survivina y Survivina fosforilada en células HaCat, a través del tiempo. 

 

 

 

• La infección con pseudoviriones de HPV18 en células HaCat es capaz de 

desencadenar cascadas de señalización que involucran  la activación de la cinasa 

CDC2, la cual es la  cinasa que fosforila a Survivina.  

 

 

 

• Los receptores celulares α6β4 integrina y heparán sulfato se encuentran involucrados 

en la expresión y fosforilación de survivina. 

 

 

 

 

• La infección con pseudoviriones de HPV18 incrementa la sobrevivencia de células 

HaCat tratadas con el quimiofármaco Cisplatino. 
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