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I. INTRODUCCIÓN 

 

1. El cáncer cervicouterino  
 
El cérvix se localiza en la parte superior del conducto vaginal y debajo del útero, conectando 

ambas cavidades (Fig. 1). Puede dividirse en dos partes, el endocérvix, que se compone de 

epitelio columnar y está más próximo al útero, y el ectocérvix o exocérvix, que se acerca más 

al conducto vaginal y posee células escamosas. La unión entre los epitelios de ambas partes 

es llamada zona de transformación. Esta zona se encuentra en continuo cambio metafásico 

sobre t odo e n l a p ubertad y  dur ante el  pr imer e mbarazo, l o q ue dec rece des pués de l a 

menopausia (Eifel, et al., 2008). El cáncer cervicouterino se desarrolla a partir de esta zona 

de unión entre ambos epitelios. 

 

 
Figura 1.  L ocalización y or ganización del c érvix. En la imagen s e pued e obs ervar el  lugar dond e s e ubica el  
cérvix e n e l aparato r eproductor f emenino, además de las p artes q ue l o c omponen y los t ipos de  ep itelio 
encontrados. Imagen m odificada de http://www.womenshealthsection.com/content/art_images/ 
gyno020d_l.jpg y http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/003094-pdf.pdf. 
 
 
Los c ánceres c ervicales s e han c lasificado en dos  pr incipales t ipos: c arcinoma d e c élulas 

escamosas (entre el 80 y 90%), que se  des arrolla en el  epitelio escamoso del ectocérvix y 

adenocarcinoma, que se genera a partir de células glandulares productoras de mucosidad en 

el end océrvix. T ambién s e han obs ervado c ánceres c ervicales poc o c omunes q ue s e 

desarrollan en ambas c élulas, a l os q ue s e l lama a denoescamosos (American C ancer 
Society, 2014) . E n M éxico, de 135 m ujeres at endidas en el I NCan c on c áncer c ervical 
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invasivo, 78. 5 %  c orrespondían a c arcinomas c ervicales escamosos, 6. 6 % a  

adenocarcinomas, 9.6 % a carcinoma adenoescamoso y 5.1 % a carcinomas no identificados 

(Lizano, et al., 2006). 
 

La t ransformación d e l as c élulas nor males en c ancerosas n o s e da de manera s úbita, s e 

observa un desarrollo gradual a partir de cambios celulares pre-cancerosos. Más adelante se 

mencionan s istemas de c lasificación utilizados par a agrupar et apas en el des arrollo de l a 

enfermedad.  

 

Un punt o a d estacar, es  q ue e l c áncer c ervical puede s er m etastásico. S e ha e ncontrado 

metástasis a partir de cáncer cervical en muchas partes del cuerpo, por ejemplo en: cerebro 

(Erdis, 2014;  Park, et al., 2010; Amita, et al., 2005), pulmón (Fodero, et al., 2013; Lee, et 
al., 2011), ma ma (Sabatier, et al., 2012), p iel (Ozdemir y T uncbilek, 20 09), c orazón 

(Byun,et al., 2013) hueso (Malek, et al., 2012; Puranik, et al., 2013; Thanapprapasr, et al., 
2010) hígado (Nair y Pai, 2005; Yoshimura, et al., 1999). 

 

1.1 Epidemiología 

En el  m undo, el  c áncer cervicouterino o C aCU, oc upa el  c uarto l ugar en i ncidencia y  en  

mortalidad por cáncer en mujeres (Fig. 2). En México, causa 4 769 muertes por año y es la 

segunda causa de decesos por neoplasias femeninas (GLOBOCAN, 2012).   
 

En 2010 Bruni y colaboradores, publicaron un meta análisis que combina 194 estudios de 59 

países alrededor del mundo (Bruni, et al., 2010), donde observaron la infección por VPH en 

pacientes con citología normal de cérvix. En este estudio encontraron que el 11.7 % de las 

mujeres pos een un a i nfección c on al gún t ipo v iral, s iendo Á frica y  Lat ino A mérica l as 

regiones c on m ayor pr oporción. L os t ipos v irales 16 y  18 f ueron l os m ás f recuentemente 

encontrados en todo el mundo, siendo el tipo 16 el más común y después el 18, siguiendo  el 

52, 31, 58, 39, 56 y 51 dependiendo del país.  

 

Otro meta análisis de este tipo fue desarrollado en 2013. En él se relacionan casos de cáncer 

cervical invasivo (ICC) con sus controles de citología normal alrededor del mundo. Los tipos 

virales 16 y 18 fueron localizados en más del 70 % de los casos de ICC. Haciendo un estudio 
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estadístico de “odds ratio” donde se tomó como grupo de comparación más oncogénico a los 

casos con VPH-16, se evaluó el potencial oncogénico de los otros tipos virales encontrados 

en los controles y casos. Finalmente se concluye que los tipos 18, 45, 69, 58, 31, 33, 34, 67, 

39, 59, 73 y 52 siguen al tipo 16 en oncogenicidad de manera descendente (Bernard, et al., 
2013). 
 

 
Figura 2. Incidencia y mortalidad causada por distintos cánceres en México y el mundo. En los gráficos puede 
observarse en c olor m ostaza l a pr oporción r epresentada p or el  c áncer c ervicouterino. Imagen m odificada d e 
GLOBOCAN 2012. 
 

En M éxico, s e an alizó l a i nfección p or t ipos v irales de al to r iesgo en n eoplasias 

intraepiteliales c ervicales y  en c áncer i nvasivo, en pobl aciones de S an Lui s P otosí y 

Guanajuato (López, et al., 2008). E l estudio fue l levado a cabo en 4 37 pac ientes, 



 

9 
 

observando que el 92 % estaba infectado con algún VPH de alto riesgo (VPH-AR). Los tipos 

virales i dentificados fueron 1 6, 1 8, 31 , 33 , 35, 5 2 y  58,  s iendo l os pr imeros tres l os más 

abundantes. Otro análisis l levado a c abo sólo para VPH 16 y  18, con muestras de l esiones 

escamosas intraepiteliales de alto y bajo grado (HSIL y LSIL), ICC y controles, del  Instituto 

Nacional de Cancerología e IMSS, muestra que de los casos de ICC el  50.3 % son positivos 

a VPH 16 y 15.5 % a VPH 18, de las lesiones intraepiteliales el 35.6 % tienen tipo 16 y 7 % 

tipo 18, finalmente las muestras con citología normal presentan 9.1 % de los casos con VPH 

16 y 2.8 % con VPH 18 (Lizano, et al., 2006).  
 

Englobando estos resultados y algunos otros publicados para poblaciones de distintos países 

(Moody y Laimins, 2 010; Pillai, et al., 2010; W ang, et al., 2012; B audu, et al., 2014; 
Yousefzadeh, et al., 2014; McDonald, et al., 2014), se puede concluir que tanto en México 

como en el  m undo, el  t ipo v iral onc ogénico m ás ab undante es  el  16,  y  que el  tipo 18 es  

altamente prevalente en todos los continentes. 

 

Ahora bien, dentro de los carcinomas escamosos, se encuentra al VPH-16, más que al VPH-

18, mientras que en los adenocarcinomas se ha logrado observar una relación casi equitativa 

entre l a pr esencia de am bos t ipos v irales. Después d el t ratamiento c on q uimioterapia, l os 

adenocarcinomas presentan un menor porcentaje de sobrevida a 5 años (55.6 %) que el que 

se observa en pacientes con cáncer cervical escamoso (80.1%) (Noh, et al., 2014). 
 

1.2 Factores de riesgo y vacunas 

Se ha determinado que la infección persistente por el Virus del Papiloma Humano (VPH), es 

necesaria para el desarrollo del carcinoma cervical (De Villiers, et al., 1981), encontrándose 

en el 99.7%  de l os casos (Walboomers, et al., 1999). Existen factores de r iesgo ligados al 

VPH que pueden ser det erminantes para que  s e dé l a evolución a c áncer cervicouterino. 

Algunos de estos factores son: 

 

• Promiscuidad. Mientras m ás p arejas s exuales t iene un a m ujer, o  l a par eja s exual de 

ésta, a umenta l a pr obabilidad de i nfección por  el  V PH,  y  por  l o t anto de d esarrollar 

CaCU (Burk, et al., 1996; Demers, et al., 2012; Remschmidt, et al., 2013).  
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• Etnia. Este factor podría deberse a predisposiciones genéticas para la infección del virus 

o a  la distribución de los t ipos v irales de ac uerdo a la región de la etnia (Burk, et al., 
1996; Demers, et al., 2012) 

• Hábitos tabáquicos. El hecho de fumar, tener un compañero que lo haga o ser fumador 

pasivo, au menta l as pr obabilidades de desarrollar C aCU  (Burk, et al., 1996; 
Natphopsuk, et al., 2012) 

• Edad. La infección por VPH decrece conforme aumenta la edad. La presencia del virus 

se observa más comúnmente en mujeres menores a 30 años, mientras el  CaCU suele 

presentarse después de los 35 años (Burk, et al., 1996; Burk, Kelly, et al., 1996; Adam, 
et al., 2000; Demers, et al., 2012) 

• Uso pr olongado de  a nticonceptivos or ales. El us o de es tos pr oductos p or l argo 

tiempo, en personas infectadas con VPH, muestra una fuerte correlación con la aparición 

de lesiones (Negrini, et al., 1990). También se ha observado in vitro, que la presencia de 

glucocorticoides, en células infectadas con VPH-16,  au menta la transformación celular 

(Pater, et al., 1988). 

• Factores h eredables. En al gunos es tudios s e h a obs ervado q ue l os el ementos 

genéticos que se heredan de la familia, pueden tener un efecto de aproximadamente el 

25 % en el desarrollo del cáncer  (Magnusson, et al., 2000; Hemminki y Chen, 2006). 
Se s uponía q ue l os g enes i nvolucrados po drían s er los responsables d e pr ocesos d e 

inmunidad o de la transformación celular, pero ha sido hasta los últimos años que se han 

encontrado evidencias más claras (Chen, et al.,  2013). 

• pH. Un microambiente con pH elevado, aumenta 30 % el riesgo de infección con varios 

tipos virales y el desarrollo de una lesión de bajo grado (Clarke, et al.,  2012). 

• Periodo entre la menarquia y la primera relación sexual. Un intervalo pequeño entre 

estos d os ev entos, s upone u n factor de r iesgo par a el  d esarrollo de l esiones d e al to 

grado y otras anormalidades citológicas (Ruiz, et al., 2012; Natphopsuk, et al., 2012) 

• Carga y persistencia viral. La carga viral es el determinante más importante para que 

se dé  l a persistencia del  V PH. D e m anera s ubsecuente, l a pe rsistencia d e l os tipos 

virales de  al to r iesgo, pr omueve el  desarrollo de  l as l esiones pr ecancerosas y  

posteriormente del cáncer (Muñoz, et al., 2009; Gosvig, et al., 2013). 
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• Variantes virales intratipo. Se ha comprobado que las diferentes variantes de los VPH-

AR, poseen potenciales oncogénicos distintos (Chang, et al., 2013; Tornesello, et al., 
2011;Pista, et al., 2007). 

 
Cuando se hace una detección temprana de la infección por VPH, un t ratamiento oportuno 

puede evitar que se desarrolle cáncer. Zhou y sus colaboradores desarrollaron en 1991, las 

VLPs o partículas t ipo virus. Esto lo hicieron expresando los genes L1 y  L2 de  VPH 16 en 

células e ucariontes (Zhou et al., 19 91). Posteriormente s e d etalló es to, d emostrando que 

sólo L 1 er a suficiente p ara el  ensamblaje d e l as partículas (Kirnbauer et al., 199 2). 
Actualmente s e e ncuentran en  us o d os v acunas profilácticas q ue ut ilizan V LPs. G ardasil, 

producida por Merck & Co. Inc., es una vacuna tetravalente, que protege contra HPVs de los 

tipos 6, 11, 16 y 18. La otra vacuna es Cervarix, producida por GlaxoSmithKline, y previene la 

infección con virus de tipo 16 y 18 (NCI, 2011). Actualmente Merck, Sharp & Dohme estudia 

la eficacia de una vacuna nanovalentecontra VPH de los tipos 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58, 6 y 

11 (Revisado en Chatterjee,  2014). 
 

1.3 Historia natural de la enfermedad 

Actualmente, l as et apas precursoras del c áncer c ervical se des criben u tilizando 

principalmente dos  c lasificaciones q ue s on m ostradas en la tabla 1 : l a  de n eoplasias 

intraepiteliales cervicales (NIC) propuesta por Richart en 1980 y la de Bethesda desarrollada 

en 1989. La primera de estas involucra tres estados de displasia denominados, NIC 1, 2 y 3; 

donde el  NIC 1 corresponde a di splasias leves, NIC 2 a moderadas y  N IC 3 a s everas 

además de carcinoma in situ. La segunda clasificación engloba a las NIC 2 y 3 en un g rupo 

de l esiones es camosas i ntraepiteiales d e alto g rado o H SIL, mientras q ue l as N IC 1  

corresponden a lesiones de bajo grado o LSIL (Rohan y Springer, 2004).  

Tabla 1. Clasificación de lesiones preinvasivas del cérvix. Tabla modificada de Rohan y Springer, 2004. 

DESCRIPCIÓN NEOPLASIAS INTRAEPITELIALES 
CERVICALES (NIC) 

BETHESDA 

Displasia leve NIC 1 LSIL 
Displasia moderada NIC 2 HSIL 
Displasia severa NIC 3 HSIL 
Carcinoma in situ NIC 3 HSIL 
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Cuando s e da u na i nfección p or V PH, es ta s uele el iminarse n aturalmente por  el  s istema 

inmune del hospedero, pero existen algunos casos en los que se ha observado que cuando 

parece haber una eliminación de la infección, el virus se encuentra en un estado de latencia 
(Gravitt, 2012) . C uando l a i nfección n o es  el iminada rápidamente, s e pue de avanzar a l o 

largo de distintas etapas con el riesgo de generar cáncer invasor (Fig. 3). 

 

 
Figura 3. Etapas en la carcinogénesis cervical. Se muestran las etapas a partir de un epitelio normal, pasando 
por la infección con VPH, las distintas fases de la clasificación de neoplasias intraepiteliales cervicales, 
culminando en cáncer invasor. En la parte inferior de la imagen podemos ver cortes patológicos en cada una de 
las et apas. I magen m odificada d e Schiffman y  Kjaer, 200 3; http://www.cancerquest.org/index. 
cfm?page=4086&lang=spanish. 
 

Si l a i nfección g enera u na l esión l eve,  normalmente es ta l ogra r evertir en per sonas 

competentes inmunológicamente (Holowanty, et al., 1999). Sólo el 25 % de las infecciones 

con VPH  desarrollan lesiones LSIL, de las cuales entre el 20 y 40 % progresan a HSIL. Para 

que se desarrolle una lesión  pr ecancerosa (NIC 3), la infección con un VPH de alto riesgo 

debe per sistir, l o q ue pue de oc urrir por  al guna de ficiencia i nmune, c arga v iral elevada o  

infección con distintos t ipos virales (Hildesheim, et al., 1994; Ho, et al., 1998). Los NIC 3 

revierten poc o comúnmente, son frecuentemente localizados en m ujeres de ent re 27 y  30 

años y  pueden p ermanecer apr oximadamente 10 a ños en es e estadio ant es d e q ue s e 

genere un cáncer invasor (Moscicki, et al., 2006). 
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2. El virus del papiloma humano  
 
El V PH es  una c ausa nec esaria par a el  desarrollo del  c áncer c ervicouterino, por  t anto, 

creemos q ue s erá de g ran ut ilidad la comprensión de este v irus. H ablaremos de  s u 

clasificación d entro de l os v irus del  papi loma ( VP), organización g enética, c iclo de v ida y 

finalmente de las proteínas expresadas a partir de su genoma. 

2.1 Clasificación del VPH 

Todos l os v irus del  p apiloma s e c lasifican dentro d e l a familia Papillomaviridae. Se h an 

encontrado en mamíferos, aves y reptiles. T axonómicamente podemos encontrar g éneros, 

especies y tipos; los géneros comparten menos del 60% de identidad en la secuencia del gen 

L1, que es el más conservado del genoma viral. Las especies dentro de un género, t ienen 

una identidad entre el 60 y el 70%, pero los tipos dentro de la especie tienen del 71 al 89% 

de identidad. Cuando se encuentran diferencias ent re un 2 y  10%, se reconoce un subtipo 

viral, y al localizar diferencias menores al 2% se habla de una nueva variante. Hasta ahora se 

han secuenciado completamente aproximadamente 170 t ipos virales, pero hay identificados 

otros posibles (pave.niaid.nih.gov 2014; Van Doorslaer, et al., 2013). 

Según la clasificación realizada por Bernard y colaboradores en 2010, hasta ese momento, 

se di stinguen 29 g éneros a  par tir de 189 tipos de v irus del  pa piloma, d e l os c uales s e 

tomaron en cuenta 120 VPH (Bernard, et al., 2010). Clín icam ent e, el g énero m ás 

relevan t e es el pap ilom a-Alf a, q ue englob a a los VPH q ue se asocian  a lesiones en 

las m ucosas g en it ales (Bernard, 2005).  

De acuerdo con la actividad transformante de sus proteínas virales E6 y E7, los tipos virales 

que infectan dichas mucosas se han dividido en VPH de alto riesgo (VPH-AR), asociados a la 

progresión a neo plasia c ervical; y de baj o r iesgo ( VPH-BR), as ociados a l a f ormación de  

verrugas benignas y displasias leves. El número de tipos virales que se han reconocido como 

carcinogénicos o probablemente c arcinogénicos v arían ent re un autor y  ot ro. E nglobando 

estos VPH-AR  p odríamos mencionar los siguientes: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

58, 59, 68, 69, 34, 67 y 73 (Bernard, et al., 2013; Guan, et al., 2013).  

Ahora b ien , com o hem os m encionad o an t er io rm ent e, los t ip os v irales 16 y 18 

son  los m ás f recuen t es en  cáncer  cervical, p resen t ánd ose en t re el 70 y 80 % d e 
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los c asos, d e los cuales, en t re 10 y 20 % cor resp ond en al VPH-18 (de Sanjose, et 

al., 2010). Den t ro  de los VPH t ip o  18, se han  id en t if icad o  t res var ian t es: Eu rop ea 

(E), A f r icana (A f ) y  A siát ico -Am er ind ia ( AsAI), siend o  e st a ú lt im a, la c lona d e 

ref erencia o  pro t o t ip o  de VPH-18 (Ong, et al., 1993).  

 

2.2 Organización del VPH-18 

El virus posee una cápside de 72 capsómeros (60 hexámeros y 12 pentámeros), formada por 

dos proteínas estructurales: L1 y L2, siendo L1 la que se encuentra en mayor cantidad. Ésta 

estructura s in e nvoltura, pos ee u n di ámetro de al rededor de 5 5 nm  (Revisado e n Zur 
Hausen, 1996; López y Lizano, 2006). 

En 1 984 se d etectó por pr imera v ez l a p resencia del material g enético del  V PH-18 en 

biopsias de cáncer genital (Boshart, et al., 1984). 

 
El g enoma d el V PH-18 ( Fig. 4 ) es tá formado p or DNA circular de d oble c adena, c on u n 

tamaño de 7 857 pb. Para su estudio, se divide en tres regiones: 1) La región larga de control 

o LCR, que no posee marco de lectura abierta y regula la transcripción y replicación viral,   2) 

La r egión t emprana, q ue c ontiene marcos de l ectura abierta q ue c odifican pr oteínas 

involucradas en la regulación de funciones tanto virales como celulares (E1, E2, E4, E5, E6 y 

E7) y 3) La región tardía, que codifica para proteínas formadoras de la cápside viral (L1 y L2) 

(Revisado en Zur Hausen, 1996; López y Lizano, 2006).  
 

 

Figura 4. Esquema general del genoma del VPH-18. Se  
observa la región larga de control LCR y los marcos de 
lectura abiertos para las diferentes proteínas virales. Imagen 
modificada de Muñoz, et al., 2003. 
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2.3 Ciclo de vida 

Es importante aclarar que dependiendo de múltiples factores como: el tipo viral, el tejido que 

se infecta, el consumo de hormonas, etc., el ciclo de vida puede variar, por lo que algunas de 

las generalidades que se mencionarán en este apartado pudieran no ser aplicables en todas 

las infecciones. 

 

Para que se de la infección inicial por el virus, se requiere de una microabrasión en el tejido 

que permita la interacción del virus con la lámina basal del epitelio. Se ha postulado que la 

infección de la zona de transformación es común por la fácil accesibilidad del virus a la capa 

de c élulas c olumnares q ue p osteriormente formarán el  epitelio estratificado ( Fig. 5 ) 

(Revisado en Doorbar, et al., 2012).  

 
Figura 5.  I nfección d el VPH. Se ha p ostulado q ue  la 
infección de l virus pued e dar se por  m icroabrasiones en el  
epitelio estratificado, que permitan al virus llegar a las células 
de l a c apa b asal, o e n l as c élulas c ercanas a la z ona de 
transformación, que p osteriormente f ormarán el  epi telio 
estratificado. Imagen modificada de Doorbar, et al., 2012. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Una vez que el virus ha llegado a la capa basal, es necesario el reconocimiento célula-virus. 

Es posible que la unión inicial del virus se de en la matriz extracelular por medio de laminina-

5 (Culp, et al., 2006). Lo  q ue ha  s ido a mpliamente observado, es que el  h eparán s ulfato 

(HS), presente en la superficie de la célula, funciona como receptor del VPH y es necesario 

para l a infección (Giroglou, et al., 2001). Muchas ot ras moléculas c omo l as c iclofilinas 

(Bienkowska, et al.,2012; Bienkowska, et al., 2009), la integrina α6, receptores de factores 

de crecimiento, tetraspaninas, anexina A2, etc., podrían actuar como receptores secundarios 

(Selinka, et al., 2003). Dichas moléculas se relacionan con la infección vírica (Revisado en 
Raff, et al., 2013) y algunas han mostrado as ociarse a H S y  a l as pr oteínas L1 y  L2,  
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generando un c ambio conformacional en l a cápside, que permite la exposición del extremo 

N-terminal de la proteína L2 y su corte. 

 
La internalización de l os v irus (VPH-16, 18 y 31) , se da p or un mecanismo de  endocitosis 

independiente de c latrina, c aveolina, dinamina o b alsas l ipídicas, per o q ue r equiere d e l a 

polimerización di námica de ac tina y  de  m icrodominios r icos en t etraspanina. E stas 

observaciones aunadas a la localización de partículas virales en endosomas tardíos, sugiere 

que el  m ecanismo utilizado par a l a i nternalización es  l a m acropinocitosis (Spoden, et al., 
2013). E nglobando t odos l os elementos i nvolucrados has ta ahora, R aff y  c olaboradores 

proponen un esquema de la infección de las células basales por el VPH, el cual es mostrado 

en la figura 6.   

 
 

 
Figura 6. Esquema de la infección de células basals por el VPH. El virus se une a heparán sulfato a través de 
laminina-5 o directamente sobre la membrana celular, al mismo tiempo GFR (Receptor de factores de 
crecimiento) forma un c omplejo con éstos. Se generan cambios conformacionales en l as proteínas v irales, lo 
que facilita la unión a diversas proteínas que llevan finalmente a la endocitocis del virus por remodelación de los 
filamentos de actina. Imagen modificada de Raff, et al., 2013. 
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El mecanismo de transporte del DNA viral a l núcleo, una vez que el virus se internalizó, es 

poco conocido. Hasta ahora se ha o bservado al complejo L2-DNA en el núcleo, pero no es 

claro el mecanismo. La unión de L2 con Sorting Nexin 17 (SNX17), parece ser importante en 

el mantenimiento de la cápside cuando se transporta vía endosoma/lisosoma y los autores 

especulan sobre la posible función de esta unión en la liberación de L2-DNA del endosoma 

(Bergant y Banks, 2013; Bergant, et al., 2012). 
 

El c iclo de v ida del virus del  p apiloma humano e n u na i nfección pr oductiva n ormal, s e 

encuentra ligado a la diferenciación del epitelio del cérvix (Fig. 7A) y se puede dar tanto por 

tipos virales de bajo riesgo como de alto riesgo, pudiendo generar un NIC 1 (Doorbar, 2006). 
Dentro de este pr oceso pod emos di stinguir f ases c omo: el m antenimiento del g enoma, l a 

estimulación de la proliferación, la amplificación del genoma, el ensamblaje de los virus y su 

liberación. 

 

En un a c élula basal i nfectada, el  g enoma es r eplicado, m anteniendo un número b ajo de  

episomas (entre 50 y 100 por célula). En este paso las proteínas E1 (helicasa) y E2 (factor de 

replicación y transcripción), son necesarias para la replicación viral. Para iniciar este proceso, 

E2 se une a l os sitios de unión para E2 presentes en la LCR, y posteriormente recluta a E1 

en el  or igen de r eplicación. E1 se une a l a LCR y a ATP, se disocia de E 2, forma dobles 

trímeros y f inalmente dobles hexámeros que harán la función de helicasa en la horquilla de 

replicación (Schuck y Stenlund, 2005). La replicación eficiente requiere además de factores 

celulares que son expresados sólo en la fase S del ciclo celular, y que por lo tanto no están 

presentes a l o l argo de l a di ferenciación. El m ecanismo por el  c ual el  v irus resuelve es te 

problema, es la proliferación en células basales y parabasales por expresión de las proteínas 

virales E 6 y E7, las cuales i nducen la e ntrada a l a fase S  (Revisado e n D´Abramo y  
Archambault, 201 1). A demás de  m uchas ot ras funciones, dos  de l os pr incipales 

mecanismos por los cuales E6 y E7 generan la proliferación y mantenimiento celular, son la 

degradación o  de sregulación de p53 y  Rb.  E 7 desregula a Rb (Bover, et al., 1996) y no 

permite la unión de esta proteína con E2F, por lo que este factor puede transactivar ciclinas 

necesarias en el  pr ogreso del  c iclo c elular. P or s u par te, E 6 l leva a l a degr adación o 



 

18 
 

desregulación de p53  (Band, et al., 1993; Scheffner,et al., 1990) interfiriendo con el arresto 

celular y la apoptosis. 

 

 
Figura 7. Etapas posteriores a la infección del VPH. A) A la izquierda se muestra el epitelio estratificado con las 
distintas c apas c elulares. La ex presión d e l as pr oteínas virales a  lo l argo de l a d iferenciación c elular, s e 
muestra con flechas de distintos colores. Los tonos claros de las flechas simbolizan niveles bajos de expresión, 
mientras l os t onos f uertes al tos niveles. L a c onsecuencia d e l a c ombinación e n l a ex presión de las di versas 
proteínas se marca a l a d erecha d e las f lechas. B) Podemos v er el  aum ento paulatino de  l a pr oducción de  
proteínas onc ogénicas y la d isminución d e las r eguladoras, a l o largo de l desarrollo d e l as l esiones h asta e l 
cáncer cervical. Este desajuste se acompaña generalmente de la inserción del genoma viral en el de la célula 
hospedera. Imagen modificada de Doorbar, 2006. 
 

Además de ex istir un promotor temprano que regula la t ranscripción de l as proteínas E6 y  

E7, enc ontramos un promotor t ardío o d ependiente d e di ferenciación (Grassmann, et al., 
1996), que es capaz de elevar la expresión de las proteínas virales E2 y E1, permitiendo la 

amplificación del genoma viral en la capa media del epitelio, mientras que la entrada a la fase 
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S del ciclo celular sigue estando regulada por E6 y E7. Además de E1 y E2, la transcripción 

de otras proteínas virales como E4 y E5 es regulada por este segundo promotor y contribuye 

indirectamente a la amplificación del genoma  (Revisado en Doobar, et al., 2012). 

 
La etapa final del c iclo de  v ida s e d a e n los q ueratinocitos diferenciados d e l as c apas 

superiores del epitelio. En este punto se requiere un cambio en el patrón de splicing de los 

RNAms generados a partir de promotor tardío, produciéndose las proteínas de la cápside L2 

y L1, que son transportadas al núcleo donde los virus se ensamblan con el DNA (Florin, et 
al., 2002). F inalmente l as par tículas v irales son l iberadas, probablemente con la ayuda de 

E4. 

 
Cuando la infección del cérvix se da por un VPH de alto riesgo, la producción ordenada de 

las proteínas virales en un N IC 1 puede desregularse y generar neoplasias (Fig. 7B). Hasta 

ahora, no s e s abe c on ex actitud c ómo se da es te des ajuste, aunq ue podr ían e star 

involucradas m odificaciones epi genéticas del D NA v iral (Vinokurova y V on Knebel 
Doeberitz, 2011), variaciones en niveles hormonales (Revisado en Gariglio, et al., 2009), 
etc. Si la expresión de E6 y E7 (oncoproteínas en los VPH-AR) aumenta, se predispone a la 

célula a l a i nestabilidad c romosómica, fenómeno o bservado en l esiones N IC 2  y 3  

(Sokolova, et al., 2007). La desregulación generada facilita la integración del DNA viral en 

sitios frágiles del genoma celular (Matovina, et al., 2009), lo que muchas veces resulta en el 

corte d e E 2 y /o E 1 (Cricca, et al., 2009) (regulador de l a transcripción v iral), con el 

consecuente aumento de las oncoproteínas  y el probable desarrollo de cáncer.  

 

3. La oncoproteína E6  
 
E6 s e u ne a u n gr an número d e pr oteínas c omo factores d e t ranscripción, pr oteínas 

apoptóticas, involucradas en arquitectura celular, etc., llevando a la degradación de muchas 

de éstas, y produciendo desregulación de muchas funciones celulares. 

 

3.1 Funciones de la oncoproteína E6  

La proteína E6 de los VPH-AR presenta una acción clave en l a transformación celular. Tres 

de las pr incipales funciones de esta proteína, involucradas en el  fenotipo cancerígeno, son 
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las mostradas en la figura 8. Genera la inhibición de la  función apoptótica de p53, pues lleva 

a s u deg radación por ubi quitinación. P ara esto E 6 s e r elaciona c on una u biquitin l igasa 

denominada E6AP o pr oteína c elular asociada a E 6 (Bonilla, et al., 2012). A demás, 

E6/E6AP inhibe la senescencia por la inmortalización, gracias a que lleva a l a degradación 

de NFX1-91, que de forma natural, reprime la transcripción de la subunidad catalítica hTERT  

de l a t elomerasa c elular (Xu, et al., 2010). P or s u e fecto s obre pr oteínas q ue c ontienen 

dominios PDZ, E6 puede afectar también los contactos y la polaridad celular (Mantovani y 
Banks, 2001). 

 

 

Figura 8. Se m uestran l as pr incipales f unciones de la onc oproteína E 6. D egradación d e p 53, pr oteínas con 
dominios PDZ y NFX1-91. Imagen modificada de Narisawa y Kiyono, 2007. 

 

3.2 Procesamiento alternativo de E6 

Una c aracterística i mportante d e l as pr oteínas E6-AR, es  el pr oceso de s plicing o  

procesamiento al ternativo, que se observa para t ranscritos pr imarios codificados por el  gen 

de la oncoproteína E6. E l gen E6 de estos tipos v irales, posee un s itio donador al tamente 

conservado dentro del marco de lectura (ORF) para E6 (G233), y algunos poseen además un 

sitio aceptor conservado, ubicado también dentro del ORF de E6 y antes del comienzo de E7 

(Fig. 9). Estos s itios, permiten la remoción de un fragmento de 182 nucleótidos dentro de l 

ORF para E6, generando el RNAm para una isoforma pequeña de E6 denominada E6* (Pim, 
et al., 2009). 
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Figura 9. Sitios donadores y aceptores de splicing en 
los VPH-AR. Con un cuadro rosa, se señalan los sitios 
donadores y aceptores de splicing en los VPH de alto 
riesgo. Imagen modificada de  Pim, et al., 2009. 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

Se ha ob tenido ev idencia que sugiere que, al  m enos para V PH-16 y  18,  l os RNAm´s qu e 

llevan a c abo splicing, codifican para E 7 y  además E6*I, en células der ivadas de t umores 

cervicales. A l anal izar l os t ranscritos  e n células tumorales, se ha  observado que éstos s e 

encuentran mayoritariamente e n l a forma que l leva a c abo s plicing. C uando s e h acen 

construcciones con el gen completo, después de la transfección en células de mamífero, se 

expresan comúnmente altas cantidades del RNAm para E6*I (De la Cruz, et al., 2005; Pim, 
et al., 2009). En VPH-16 los patrones de splicing permiten la expresión de cuatro especies 

de E6*I, según la posición del aceptor de splicing. En VPH-18, aparece sólo una especie de 

RNAm que expresa E6*I (Czegledy et al., 1994; Pim, et al., 2009).  

 
 

 

4. La proteína E6*I  
 
Poco es el conocimiento hasta ahora generado de la isoforma pequeña de E6 completo. En 

el s iguiente ap artado, en umeramos al gunas de  l as ev idencias de acciones d e E6*I en 

blancos específicos o del e fecto que t iene sobre el  papel de E6. También se puntualiza la 

estructura primaria y se elucida sobre el plegamiento de la misma. 
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4.1 Estructura y plegamiento de la proteína E6*I 

La proteína E6*I es la versión de E6 con el C-terminal truncado. En VPH-16 los patrones de 

splicing per miten l a expresión de m ás de cuatro es pecies de E6*I, s egún l a pos ición del  

aceptor de splicing (Ajiro, et al., 2012). En VPH-18 aparece sólo una especie de RNAm que 

expresa E6*I (Pim, et al., 2009). 

 
Figura 10. Estructura aminoacídica de las proteínas E6 y E6*I. A) Se observa la secuencia de aminoácidos para 
las dos proteínas. En amarillo se señalan las cisteínas involucradas en la unión a Zn, formadoras de los dedos 
de zinc. En verde es tá r esaltado e l d ominio q ue se une a P DZ y e n a zul obs ervamos l os a minoácidos 
generados después del sitio de splicing en E6*I. B) Esquema que representa en una línea delgada a E6 y en 
una l ínea gruesa l os pr imeros 43 am inoácidos que comparte E6 c on E6*I antes del  s itio de s plicing. Imagen 
modificada de Heer et al., 2011. 

 

El polipéptido de E6*I de VPH-18 comparte 44 aminoácidos con E6 completo, y luego posee 

13 aminoácidos únicos que se derivan del cambio de marco de lectura posterior al splicing. A 

partir de este cambio en el marco de lectura, también se genera un codón de paro temprano, 

que genera a una proteína de 57 aminoácidos (Fig. 10 A) (Pim, et al., 2009). En los primeros 

aminoácidos, ant es d el s itio de s plicing, E6*I conserva s ólo dos  dom inios d e uni ón a  z inc 
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(CXXC) de los ocho presentes en E6 completo, por lo que  no s e logra formar ni uno de los 

dos ded os de zinc (con c uatro C XXC c ada uno)  presentes en el f ragmento c ompleto. E l 

dominio de unión a PDZ también parece perderse (Fig. 10 B). Hasta ahora no se conoce la 

estructura tridimencional de E6*I, ni los dominios específicos que actúan en su funciones. 

 
E6*I puede formar oligómeros y  q ue ade más t iene distintos p atrones de plegamiento, 

características q ue depe nden del  pH , es tado r edox, di sponibilidad de metales y  d e l a 

cantidad de proteína (Heer, et al., 2011). 

 

4.2 Funciones de la proteína E6*I  

A l a fecha, se h an g enerado p ocos es tudios s obre el  papel d e l a pr oteína E6*I. E n 1 994, 

Shirasawa y  sus colaboradores, demostraron que E6*I de VPH-16, t ransactiva el  promotor 

temprano P 97 d e V PH-16, en c ontraste con l a pr oteína c ompleta E 6, q ue r eprime l a 

transcripción del promotor; aunque no se sabe bien a bien cómo se lleva a cabo el proceso 

(Shirasawa, et al., 1994). 

Algunos resultados muestran que E6*I de VPH-18, es capaz de unirse a E6 de VPH-16 y 18, 

además de a E6AP, lo que l leva a l a inhibición de l a degradación de p 53 y  por  tanto a la 

detención d e l a t ransformación c elular (Pim, et al., 1997). P osteriormente s e s upo q ue l a 

región en E6*I necesaria par a l a uni ón a E 6 y  E 6AP es  l a m isma y  s e c ompone d e 20  

aminoácidos antes del sitio de splicing. El estudio con tres mutantes en esta región, demostró 

que c ualquier m utación a fecta l a uni ón a E6AP, pero q ue l a mutación es pecífica e n l os 

residuos IEIT, no permite la unión de E6 (Pim y Banks, 1999). 

Vázquez y colaboradores encontraron que al transfectar células MCF7 con E6*I hay un ligero 

aumento de p14ARF, proteína regulada negativamente por  p53. Ya que E6*I no es capaz de 

degradar a p 53 c omo l o hac e E6, el  r esultado fue i nesperado. La ex plicación q ue s e 

encuentra a este hecho, es que probablemente E6*I se una a p53 induciendo modificaciones 

que no permitan la remoción completa de p14ARF por esta enzima (Vázquez, et al., 2013). 

En el 2007 se observó que la proteína E6*I, al igual que E6 completa, son capaces de unirse 

a l a procaspasa 8 . La pr oteína c ompleta l levaba a l a deg radación ac elerada d e l a 

procascasa, mientras que E6*I, la  estabilizaba (Filippova, et al., 2007). Recientemente se 
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observó que las proteínas E6 de distintos tipos de VPH, así como E6*I del VPH-16 y 18, se 

unen al dominio efector de muerte (DED) de la procaspasa 8, y que todas las formas de E6 

inducen el corte y activación de ésta, pero no aumentan la apoptosis. Se piensa que la falta 

de aumento de la apoptosis se debe a que E6 y E6*I además promueven la translocación de 

la procaspasa al núcleo, modificando su localización habitual en el citoplasma (Manzo, et al., 
2014). 

E6*I también es capaz de llevar a la degradación de proteínas con dominios PDZ, tales como 

Dlg, MAGI-1, MAGI-2 y Scrib, que son blanco de E6. Además se observó la degradación de  

Akt. Se estudió la interacción de E6*I con Dlg y Akt, observando que no se une directamente 

a éstas. Posiblemente, la proteína E6*I lleve a l a degradación de Dlg y Akt por  interacción 

con ot ras proteínas i nvolucradas en s u r egulación (Pim, et al., 2009). Por ot ro l ado, s e 

observó por pr imera vez que E6*I es capaz de el evar los niveles de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), l o que genera es trés ox idativo y el  aum ento en l os ni veles de dañ o en el  

DNA (Williams, et al., 2014). 

A l a fecha, s e c onocen p ocas actividades de E6*I y é stas n o pr esentan un  p atrón de  

oncogenicidad o  s upresor de tumores. Por t anto, el  estudio d e esta pr oteína provee un  

amplio campo para la investigación de su papel en el desarrollo del cáncer y especialmente 

en el  d el c áncer cervicouterino, d onde es  f recuentemente e ncontrada. La presencia 

mayoritaria del transcrito codificante para E6*I en relación con el de E6 completo, en algunas 

variantes del virus (Fig. 11 y 12) (De la Cruz, et al., 2005; Pim, et al., 2009; Vázquez, et al., 
2013) y l a r egulación de  es te patrón de s plicing depe ndiente de s eñales m itógenas 

(Rosenberger, et al., 2010), sugiere un a acción i mportante de  l a pr oteína, tanto e n l a 

regulación de E6, como en posibles actividades independientes aún no descritas.  

 
Figura 11. Patrón diferencial de splicing para transcritos de E6 dentro de variantes de VPH-18. RNAm extraído 
de células MCF7 transfectadas con E6 de variantes AsAi, E y Af de VPH-18, clonadas en el vector pcDNA. El 
transcrito de E6 completo (477 pb) y E6*I (295 pb) se muestran para cada variante. Imagen tomada de De la 
Cruz, et al., 2005. 
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Figura 12. Patrón de splicing para RNAm de E6 en variantes de VPH-18. El transcrito de E6 completo (477 pb) y 
E6*I (295 pb)  a par tir de células MC F7 t ransfectadas c on las v ariantes AsAi, E y A f de E6 VPH-18. Imagen 
tomada de Vázquez, et al., 2013. 

 

5. La vía de Wnt: ligandos y receptores 
 
Esta v ía se involucra principalmente en la proliferación, mantenimiento de  células t rocales, 

diferenciación y muerte (Revisado en Ochoa, et al., 2012). Se han estudiado al menos tres 

distintas v ías ac tivadas por  l igandos Wnt; la vía canónica de Wnt o Wnt/β-catenina, y d os 

vías no canónicas, independientes de β-catenina: la de polaridad celular planar (PCP) y la de 

Ca2+. La v ía P CP es  importante en el  c ierre de h eridas as í c omo del  t ubo ne ural. E stos 

eventos se l levan a c abo por l a r eorganización del  c itoesqueleto, l o que da pol aridad a l a 

célula y genera el movimiento coordinado de las células. La vía Wnt/Ca2+ lleva a la liberación 

de calcio i ntracelular, ac tivación de P KC y  CaMKII, l o q ue f inalmente r eorganiza el  

citoesqueleto y uniones celulares (Revisado en Amin y Vincan, 2012).  
 

En humanos, se han localizado 19 genes que codifican a distintas glicoproteínas Wnt: Wnt1, 

2, 2b, 3, 3a, 4, 5a, 5b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b, 9a, 9b, 10a, 10b, 11 y 16, 11 para receptores de la 

familia Frizzled (Fzd): Fzd1-11. Los  c o-rreceptores s e han l igado a u na u  ot ra de l as vías 

Wnt; LRP 5/6 para la vía canónica y  ROR (Mikels y Nusse, 2006) y RYK (Lu, et al., 2004) 
para l as no c anónicas (http://web.stanford.edu/group/ nusselab/cgi-bin/wnt/). Los 

principales l igandos canónicos son Wnt 1, 2, 3, 3a y 8, mientras que los no canónicos son: 

Wnt 4, 5a, 5b, 7b y 11. En líneas celulares de mamíferos se ha visto que los ligandos Wnt y 

los receptores Frizzled, son capaces de activar tanto la vía canónica como las no canónicas, 

dependiendo d e l a c ombinación e n l a q ue s e presenten. También s e ha n observado 

dimerizaciones entre ligandos o receptores (Cha, et al., 2008; Carron, et al., 2003), lo que 
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muestra q ue l a r elación l igando-receptor, a sí c omo l a cantidad de éstos, puede g enerar 

cambios en la activación de las vías. 

 

Es i mportante s aber q ue l a v ía de Wnt t iene i nteracción c on m uchas ot ras v ías d e 

señalización, varias d e el las i nvolucradas e n pr ocesos de desarrollo u homeostasis c omo 

Notch, Hedgehog, Rac e Hippo (Huang, et al., 2014; Kurosaka, et al., 2014; Habas, et al., 
2003; Azzolin, et al., 2014). 
 

5.1 Vía canónica de Wnt  

Cuando no se encuentra presente un ligando Wnt, la proteína β-catenina citoplasmática (que 

no es tá e n uni ones c elulares), se une a  un c omplejo que l a deg rada. Axina, pr oteína de  

andamiaje, posee sitios de unión a CK1, GSK3β, APC y β-catenina, por lo que une a t odas 

en el mismo complejo. CK1 fosforila a β-catenina en la Ser45 y después GSK3β la fosforila 

en las Ser33, S er37 y  T hr41 (Liu et al., 2002), m ientras  que APC protege di chas 

fosforilaciones i mpidiendo l a ac ción d e la proteína fosfatasa PP2A (Su, et al., 2008). Las 

fosforilaciones inducen la ubiquitinación de β-catenina por la β-TrCP ubiquitin l igasa, lo que 

lleva a s u degradación vía pr oteosoma (Bonilla, et al., 2012; P olakis, 2012). En e stas 

condiciones, el complejo proteico TCF/LEF no lleva a transcripción de los genes blanco de la 

vía, pues se encuentra unido a distintos represores, dentro de los que se encuentra Groucho 

y algunas desacetilasas de histonas (Fig. 13 A).  

La unión de Wnt al dominio rico en cisteína extracelular del receptor Frizzled y su co-receptor 

LPR5/6, i ndispensable p ara l a ac tivación de l a v ía c anónica (Fig. 1 3 B ),  lle va a l des -

ensamble del complejo de degradación y la acumulación de β-catenina en el citoplasma y en 

el núcleo (Bulut, et al., 2011). Los motivos intracelulares del receptor Fzd no poseen acción 

enzimática, p or l o q ue s e da el r eclutamiento d e pr oteínas en este s itio, q ue llevan a la 

transducción de  la s eñal. La ac tivación de l a v ía c anónica, i nduce entonces la 

hiperfosforilación de la proteína intracelular Dishevelled (Dvl 1-3), por distintas cinasas (CK1, 

CK2 y PAR-1) y su unión al receptor. El co-receptor es fosforilado también por CK1 y GSK3β, 

además de ot ras c inasas, lo que l leva a la unión con Axina lo que impide la formación del 

complejo de degradación de β-catenina. E ste pr oceso p ermite l a ac umulación y  l a 

translocación al núcleo de β-catenina, que s e une a m iembros de la f amilia T CF/LEF. El 
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complejo modifica la asociación de TCF con los co-represores, llevando a la interacción con 

co-activadores c omo l a ac etilasa d e hi stonas C BP (Takemaru y M oon, 2000)  y 

remodeladores de cromatina como Brg1 (Barker, et al., 2001). Esto controla la expresión de 

varios genes que regulan la polaridad celular, proliferación y diferenciación, tales como c-Jun, 

c-Myc, ciclina D1 y c-fos (Lichtig, et al., 2010; Bonilla, et al., 2012; Revisado en Baarsma, 
el al., 2013).  

 

Figura 13. S e es quematiza l a v ía c anónica d e Wnt. A ) C uando e l ligando Wnt no s e enc uentra un ido a  s u 
receptor, la vía se encuentra inactiva, lo que lleva a la degradación de β-catenina. B) Una vez que se une Wnt la 
vía se activa, por lo que β-catenina logra translocarse al núcleo y activar TCF. Imagen tomada de Pérez, et al., 
2008. 

 

Cuando al guno d e l os c omponentes d e es ta v ía s e v e a fectado, di versas en fermedades 

pueden pr esentarse como la Poliposis adematosa f amiliar por una m utación e n A PC 

(Nishisho, et al., 1991), de fectos en l a de nsidad d e l os hues os por  m utaciones en L RP5 

(Boyden, et al., 2002), s índrome d e t retra-amelia r elacionado a defectos e n el  g en Wnt3 

(Niemann, et al., 2004), e tc. Muchas investigaciones s e h an e nfocado al anál isis d e las 

alteraciones en la vía de Wnt en distintos tipos de cáncer (Revisado en Anastas y Moon, 
2013),  incluyendo el de cérvix (Üren, et al., 2005; Rodríguez, et al., 2005). 
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II. ANTECEDENTES 
 

1. La vía de Wnt en cáncer cervicouterino y su relación con E6 y E6*I 
 
En p acientes c on C aCU, l a pr ogresión t umoral s e ha c orrelacionado c on l a acumulación 

nuclear de β-catenina (Üren, et al., 2005; R odríguez, et al., 2005). C on frecuencia s e 

encuentra β-catenina nuclear en biopsias de carcinoma con VPH-16. Hace poco, se mostró 

evidencia de que E6-AR puede regular positivamente la vía canónica de Wnt in vivo (Bonilla, 
et al., 2012). U n m ecanismo por  el  c ual E6 po dría i nducir la activación de l a v ía W nt, 

involucra s us e fectos en proteínas c on d ominios PDZ, c omo Dlg1 y  S cribble ( Scrib), q ue 

participan en la formación de uniones adherentes y que interactúan con APC en una r egión 

necesaria par a s u ac tividad de s upresor de  t umores. E 6 i nduce l a deg radación d e Dlg1 y 

Scribble, lo que lleva a la disminución de la actividad de APC y a la acumulación nuclear de 

β-catenina (Bonilla, et al., 2012). La proteína E6 también interactúa con Dvl2 (indispensable 

en la t raducción de s eñales Wnt). Esta unión no depende del dominio de unión a dominios 

PDZ y es capaz de aumentar la actividad de los factores transcripcionales TCF/LEF, aunque 

el mecanismo no se conoce (Bonilla, et al., 2012). Se ha demostrado que la represión de E6 

y E 7 i nduce l a r educción de la β-catenina nuc lear y m ediante ensayos de  l uciferasa, s e 

observó que la activación transcripcional del promotor de TCF por β-catenina, disminuye con 

el silenciamiento de las proteínas E6 y E7 (Rampias, et al., 2010). 

La relación entre E6*I y la vía de Wnt no ha sido dilucidada, pero los niveles elevados de esta 

proteína en c omparación con los de E 6 en l íneas celulares y tumores, podrían suponer un 

efecto de esta proteína al menos regulando las actividades de E6.  Además la acción E6*I en 

la degradación de Dlg, nos lleva a pensar que E6*I podría interferir en l a modulación de los 

genes blanco de esta vía y en la localización de β-catenina. 
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III. JUSTIFICACIÓN  
 

La g ran i ncidencia de  c áncer ce rvicouterino y  l a c onstante l ucha por  enc ontrar métodos 

satisfactorios para la prevención y el tratamiento de los VPH-AR que lo generan, hace que la 

investigación y  el  e ntendimiento d e l as v ías af ectadas p or el  v irus, s ean de s uma 

importancia. Se h a o bservado q ue E 6-AR es  un a pr oteína onc ogénica i mportante en el  

establecimiento del C aCU y  q ue actúa en  la ac tivación d e la v ía Wnt/TCF. Y a qu e E6*I 

modula ciertas actividades de E6 completo, es importante observar el efecto que puede tener 

esta proteína por sí misma, en la modulación de la actividad de TCF y en la transcripción de 

las proteínas blanco de la vía Wnt. 
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IV. HIPÓTESIS 
 

Las proteínas E6 y E6*I  de VPH-18 modulan elementos de la vía de Wnt y  la transcripción 

de genes blanco en esta vía. 
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V. OBJETIVOS 
 

1. Objetivo general  
Evaluar la participación de las proteínas E6 y E6*I de VPH-18 en la vía de Wnt.  
 

1.1 Objetivos particulares 

• Clonación de  l os g enes E6 WT, E6SM y  E6*I de VP H-18 y  s ecuenciación de los 

plásmidos obtenidos.  

 
• Determinación d e l a ex presión y  f unción de l as pr oteínas g eneradas en c élulas 

transfectadas. 

 
• Analizar la cantidad de proteína c-Jun, blanco de la vía Wnt, en células transfectadas 

con E6*I, E6WT y E6SM. 

 
• Evaluar la cantidad de β-catenina en células transfectadas con E6*I, E6WT y E6SM. 

 
• Observar la  localización de β-catenina en presencia de E6*I, E6WT o E6SM. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Material biológico  
 

Se ut ilizaron c élulas humanas de  r iñón embrionario H EK293 ( ATCC), l as cu ales e stán 

transformadas con DNA de adenovirus 5  y son tumorigénicas.  También se usaron células 

HeLa, línea de adenocarcinoma  cervical con VPH-18  integrado en su genoma. 

 

2. Cultivo celular 

Las líneas celulares se crecieron en medio de cultivo EMEM ATCC®, suplementado con 10 % 

de suero bovino fetal (SBF) Addgene®, inactivado. Las células se crecieron a 37 ºC con 5 % 

de CO2. 

 

3. Diseño de oligonucleótidos 
 
En l a bas e de datos del  NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), s e l ocalizó l a s ecuencia del 

RNAm codificante para la proteína E6 de VPH-18. Dentro de dicha secuencia se identificaron 

los s itios donador y  a ceptor par a el  pr ocesamiento al ternativo de l m ensajero y c on es tos 

datos se obtuvo la secuencia para E6*I.  

Una vez identificada la secuencia para las proteínas E6 y E6*I se llevó a cabo el diseño de 

oligonucleótidos específicos para la amplificación de ambas proteínas. 

Para el diseño se tomaron en cuenta algunas características importantes: 

• Tamaño del oligonucleótido.  Entre 17 y 30 nucleótidos aproximadamente.  

• Contenido en G+C. Entre un 45 y 55 %. 

• Temperatura de fusión (Tm).  De 55 a 65 ˚C y cercanas ent re ambos oligonucleótidos 

(menos de 5 ºC de diferencia). 

• Secuencias complementarias. L os pr imers no debe n pos eer hom ología i ntra-

oligonucleótido ni inter-oligonucleótidos. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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• Secuencia GGG  en 5´. Se agrega una secuencia GGG en el extremo amino terminal de 

cada primer que da estabilidad a la enzima de restricción al situarse sobre la secuencia a 

cortar.  

 

4. Extracción de DNA genómico 
 
Para digerir las células de donde se extrajo el DNA, se agregaron 400 µl de buffer de l isis y  

10 µl  de proteinasa K ( 20 m g/ml), y l a m ezcla se i ncubó a 3 7 ° C  dur ante d os hor as. 

Posteriormente s e agregó un v olumen d e fenol-cloroformo-alcohol i soamilico ( 25:24:1), se  

agitó con vortex y se centrifugó a 13 000 rpm por 15 m in. A l f inalizar l a centrifugación se 

forman dos  fases: ac uosa ( arriba) y  or gánica ( abajo), en tre l as c uales s e v isualiza una 

interfase. L a fase ac uosa s e r ecupera y s e l e ag rega u n v olumen de  c loroformo-alcohol 

isoamílico (24:1), todo se agitó con vortex y luego se realizó una segunda centrifugación a 13 

000 rpm por  15 m in. De las dos fases formadas en este paso, se tomó la acuosa y  se le 

agregaron dos volúmenes de etanol absoluto frío, además de 0.1 volúmenes de acetato de 

amonio 7.5 M. Para precipitar la muestra se dejó 2 horas a -70 °C o toda la noche a -20 °C. 

Una vez precipitada, se centrifugó a 13 000 rpm y 4 °C durante 30 min, el sobrenadante se 

desechó. La pequeña pastilla formada se lavó agregando etanol frío al  70 %  y mezclando. 

Luego de una última centrifugación en las mismas condiciones que la anterior, se desechó el 

sobrenadante y la pastilla se secó para eliminar los restos de alcohol.  Finalmente la muestra 

fue resuspendida en 30-100 µl de agua estéril, según la concentración requerida. 

 

5. Extracción de RNA 
 
La extracción de RNA se realizó con el kit RNeasy de Quiagen®. Se utilizó el procedimiento 

indicado por el fabricante para la extracción: al botón celular se le agregaron 350 µl de buffer 

RLT par a r esuspenderlo. P ara r omper l as c élulas, el  c ontenido del t ubo s e p asó por  una 

jeringa de 1 ml 15 veces. Posteriormente se agregaron 350 µl de etanol al 70 %, se mezcló y 

se cargaron 700 µl en una columna del kit. Dicha columna se centrifugó durante 15 segundos 

a 10  000 rpm y  el  sobrenadante se descartó.  S e adicionaron 500 µl  de buffer RPE, y  se 

centrifugó 15 s egundos a 10 00 0 r pm. N uevamente s e agregaron 5 00 µl d e RP E y  se 

centrifugó durante dos minutos. Luego la columna se centrifugó sola un minuto para retirar 
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todos los restos. F inalmente se agregaron entre 30-70 µl  de agua l ibre de R NAsas para la 

elución. 

 

6. Retrotranscripción 
 
A par tir del  RNA extraído s e r ealizó una r etrotranscripción par a obt ener el  DNA 

complementario. E l RNA se t rató c on el k it D NA-free de  A mbion®, q ue r emueve el  DNA 

contaminante c on l a ay uda de un a D NAsa. P ara es to s e a dicionaron 0. 1 v olúmenes del  

amortiguador 10X, además de 1 µl de la enzima para 10µl de reacción. Luego la mezcla se 

incuba durante 30 min a 37 ºC. Posteriormente se agregaron 0.1 volúmenes de inactivador 

de DNAsa y se incubó durante dos minutos.  Finalmente se centrifugó 1.5 minutos a 12 000 

rpm y el sobrenadante, que contenía el RNA, se colectó. Una vez que se tuvo el RNA libre de 

DNA, ut ilizando el  k it R NA P CR de Geneamp®, s e r ealizaron l as r eacciones de 

retrotranscripción, en las cantidades y con el programa especificados en el anexo 2.1.  
 

7. Reacción en cadena de la polimerasa 
 
Se hicieron varias PCRs para la amplificación del control de transfección BAP, E6WT, E6*I y 

una mutante con splicing di sminuído E6SM (donde se cambia l a G 233 por una A). Estas 

reacciones se hicieron a partir de DNA cromosomal, cDNA o DNA plasmídico dependiendo lo 

que se quisiera localizar. Las cantidades agregadas de cada uno de los reactivos, para una 

reacción de 2 0 µl  y  l os pr ogramas par a l a am plificación d e t odos l os pr oductos, pue den 

observarse en el anexo 2.2. 

 

8. Extracción de DNA de gel de agarosa 
 
Para obtener separados los fragmentos que codifican para E6WT y para E6*I, a partir de un 

amplificado de cDNA de HeLa (con VPH-18), así como para separar el amplificado de E6SM 

del plásmido pCA-E6SM (donado por el laboratorio del Dr. Lawrence Banks del International 

Centre for Genetic Engineering and B iotechnology Padriciano en Trieste, Italia), se utilizó el 

kit Q IAquick G el E xtraction d e Q iagen®. C on es te k it s e l ograron obt ener l os fragmentos 

deseados a partir de un gel de agarosa al 1 %. Una vez que se tenía el gel con la reacción de 
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PCR, se recortó la banda deseada  tratando de tomar la menor cantidad de agarosa posible. 

El fragmento se colocó en un tubo y se pesó. Posteriormente, se agregaron tres volúmenes 

de a mortiguador Q G (tomando el  peso d el g el c omo u n v olumen m g=µl). L a mezcla s e 

incubó dur ante 10  m inutos a 50 ºC y l uego s e ag regó un v olumen d e i sopropanol, s e 

homogenizó y se transfirió a una columna. Dicha columna se centrifugó a 13 000 rpm durante 

un m inuto y el  l íquido c olectado s e des cartó. P ara l avar, s e ag regaron 750 µl  de  

amortiguador P E a la c olumna, s e i ncubó d urante t res minutos y  fue c entrifugada 

nuevamente un minuto. El filtrado se descartó y luego se centrifugó una vez más sin agregar 

ningún amortiguador, esto para el iminar todo el etanol (del buffer PE) restante. La c olumna 

se transfirió a un tubo y se agregaron  entre 30 y 50 µl de amortiguador EB o de agua estéril 

para eluir el DNA, centrifugando un minuto.  

 

9. Clonación de los fragmentos E6WT, E6SM y E6*I de VPH-18 
 
Una v ez q ue s e t enían p uros l os fragmentos a c lonar,  s e hicieron l as r estricciones y  

ligaciones necesarias para la construcción de los plásmidos p3X-E6WT, p3X-E6SM y p3X-

E6*I a partir del  v ector p3X FLAG-CMV-10 de Sigma® (Fig. 1 4). Dichos plásmidos f ueron 

finalmente transformados en bacterias para su clonación.  

 
Figura 1 4. Vector p3X FLAG-CMV-
10 (Sigma®). Este vector de 
expresión ayuda a gener ar 
proteínas de fusión con tres 
epítopes f lag ( Asp-Tyr, L ys, X aa, 
Xaa, A sp) en  e l ex tremo N -
terminal. Se distribuye junto con el 
vector p3XFLAG-CMV-7-BAP, que 
genera a  l a f osfatasa alcalina 
bacteriana fusionada a los 
epítopes flag en el  ex tremo N-
terminal de l a pr oteína. Este s irve 
como c ontrol pos itivo de  
transfección. 
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Restricciones. Se mezclaron los reactivos necesarios en las cantidades especificadas en el 

anexo 3 .1 para l a pr imera r estricción. D icha m ezcla s e i ncubó durante una hor a a 3 7 º C. 

Pasado este t iempo, se agregaron los reactivos para  la segunda restricción y se repitió la 

incubación en las mismas condiciones. 

Ligaciones. Una vez digeridos el plásmido y cada uno de los fragmentos, ambos se ligaron 

utilizando la reacción de ligación referida en el anexo 3.2, e incubándola a 37 ºC durante una 

hora. 

Células competentes. Para t ransformar l as c onstrucciones he chas y  l levar a c abo l a 

clonación, fue necesario generar bacterias competentes. Dicho procedimiento se llevó a cabo 

con la cepa DH5α de  Escherichia coli, q ue s e hi zo c ompetente ut ilizando un método 

químico. Se inocularon 50 ml de medio LB con bacterias DH5α y cuando el cultivo llegó a una 

DO de apr oximadamente 0. 4 (a 60 0 nm ), l as b acterias s e c olocaron en hielo durante 15  

minutos. P asado el  t iempo, s e c entrifugaron a 2 5 00 r pm 10 min. E l s obrenadante se 

descartó, y  l a pas tilla de c élulas s e r esuspendió e n 25 ml de u n amortiguador C aCl2-Tris 

(anexo 1.6). Luego de incubar 30 min en hielo, la mezcla se centrifugó a 2 500 rpm por 10 

min. E l s obrenadante f ue d ecantado y  l a pas tilla g enerada s e r esuspendió en 3.3 m l del 

mismo bu ffer. Las  bacterias c ompetentes g eneradas s e d ejaban toda l a noche a 4 º C, y  

posteriormente podían ser utilizadas hasta una semana. 

Transformación. Cuando s e tuvieron l istas l as b acterias c ompetentes y  l os pl ásmidos 

construidos, el s iguiente paso a realizar fue la t ransformación del DNA en las células. Para 

estos fines, ut ilizamos el  s iguiente pr otocolo: E n di stintos t ubos c olocados en hi elo, s e 

agregaron apr oximadamente 100 ng  d e l os plásmidos c onstruidos, as í c omo del pl ásmido 

vacío y del plásmido control BAP por separado. Posteriormente se adicionaron 200 µl de las 

bacterias competentes a cada uno de los tubos con DNA y las mezclas se incubaron 30 min 

en hielo. Para generar un c hoque térmico, pasados los 30 m in, los tubos se colocaron dos 

minutos a 42 ºC, e inmediatamente después se pusieron nuevamente en hielo. Ya en frío, se 

agregaron 800 µl de medio LB estéril a cada uno de los tubos, y se incubaron una hora a 37 

ºC con agitación constante  (300 rpm). Pasado el tiempo, 100 µl de cada uno de los tubos se 

sembró en una placa de LB (Anexo 1.1) con ampicilina 100 µg/ml. Finalmente las placas se 

incubaron toda la noche a 37 ºC para la obtención de colonias transformantes. 
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10. Extracción DNA plasmídico 
 
Los diferentes plásmidos  fueron extraídos, con el  usó del kit PureLink® Quick Plasmid DNA 

Miniprep de Invitrogen®. El protocolo utilizado se basó en el indicado por el fabricante para el 

uso de es te kit y se des cribe a continuación: la p astilla d e c élulas obtenida de un  cultivo 

bacteriano de 5 ml, se resuspendió en 250 µl de amortiguador R3  ( que contiene la RNasa 

A). La mezcla se t ransfirió a un tubo y se le adicionaron 250 µl  de amortiguador L7  (lisis). 

Posteriormente s e ag regaron 3 50 µl  de amortiguador N 4 (precipitación) y  s e centrifugó a      

12 000  rpm durante 10 m inutos. E l sobrenadante obtenido f ue t ransferido a una columna, 

que se centrifugó un minuto y el sobrenadante se descartó. Después de esto se procedió al 

lavado con 700 µl de amortiguador W9, centrifugando nuevamente un minuto y descartando 

el sobrenadante. Luego de es to, la columna se centrifugó durante un minuto sin adicionarle 

nada. Finalmente la columna se transfirió a un tubo y se agregaron 30 µl de agua estéril o de 

amortiguador de elusión TE en el centro de la membrana. Una última centrifugación se llevó 

a cabo por dos minutos, en la que el eluído obtenido contenía el plásmido extraído.  

 

11. Electroforesis de ácidos nucleicos 
 
Todas las restricciones, amplificaciones y  demás técnicas de DNA llevadas a cabo, fueron 

corridas por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % (en TBE 1X mostrado en anexo 1.7). 

Los marcadores de peso molecular (Axygen®) que se ut ilizaron, fueron de 100 pb en todos 

los c asos. El v oltaje us ado par a c orrer c ada g el v arió ent re 80 y  100 v olts. Los 

electroferogramas resultantes se revelaron con GelRed de GenScript®, por fluorescencia del 

colorante en la luz UV.  

 

12. Transfección  
 
La l ínea c elular  H EK293 s e t ransfectó c on los plásmidos p urificados. En pl acas p 60, se  

sembraron 700 000 células por placa. Al día siguiente, cuando las células se encontraban en 

una confluencia de aproximadamente 70%, se les cambió el medio a 1 ml de EMEM con 10% 

de SBF.  Como se muestra en la figura 8.1 del anexo 8,  se usaron dos tubos para cada una 

de las construcciones a transfectar. A uno de los tubos se agregaron 5050 ng de DNA (5 µg 
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de la construcción y  50 ng  del plásmido control BAP) y  al  ot ro tubo 5 µl de Lipofectamina 

2000 ( Invitrogen®). C ada t ubo s e adicionó c on 2 00 µl d e m edio Optimem de G ibco®. Los  

tubos se dejaron a temperatura ambiente c inco minutos y luego se mezcló el  contenido de 

los dos. Hecha la mezcla, ésta se incubó 25 min a temperatura ambiente y luego se colocó 

por goteo alrededor de toda la placa, la cual se incubó a 37 ºC por cinco horas. Pasadas las 

cinco horas se cambió el medio por 2 ml de EMEM con 10% de SBF y se incubaron hasta 

completar las 24 horas post-transfección.  

 

13. Western blot 
 
Para observar las distintas proteínas a ev aluar se realizaron ensayos de WB, siguiendo los 

pasos que se señalan a continuación: 

 
Extracción de proteínas. Esta se hizo con amortiguador RIPA (Anexo 1.8) adicionado con 

0.2% d el c octel d e i nhibidores d e pr oteasas E ASYpack de R oche®. En hi elo, l os bo tones 

celulares se resuspendieron en 200 µl  del bu ffer y  se pasaron por una j eringa de i nsulina 

entre 1 5-20 v eces. L os l isados s e m antuvieron en el hi elo dur ante 20 m in y  des pués s e 

centrifugaron a 12 000 rpm durante 15 min. El sobrenadante con las proteínas se almacenó a  

-70 °C hasta su cuantificación.   

Cuantificación. Una c urva es tándar d e albúmina se c uantificó par alelamente que las 

muestras. P ara l as proteínas ex traídas se ag regaron 13 µl de R IPA par a c ada m uestra a 

cuantificar y  2  µl del extracto proteico obtenido, en los pozos de una placa de 96. Luego se 

añadieron 300 µl de la solución de trabajo de ácido bicinconílico con sulfato de cobre (anexo 
1.9) a  cada u no de l os poz os (de l a c urva y  de l as m uestras), s e es peró l a r eacción 

colorimétrica y se leyó en un lector de Elisa a 570 nm.  

Electroforesis de proteínas. Se prepararon geles de pol iacrilamida al 10 y 15% (Tabla 4.1 
en an exo 4 ) s egún el pes o de l as proteínas a obs ervar. El m arcador de p eso molecular 

PageRuler Plus de Thermo Scientific®  y las proteínas, se cargaron  en la cantidad y orden 

deseado. Las muestras se corrieron con buffer de corrida 1X (Anexo 1.12), a un voltaje entre 

80 y 110 volts.  
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Transferencia. La transferencia de l as proteínas a una membrana, se hizo en una c ámara 

semiseca, a 20 v olts dur ante 4 0 min. Los papeles f iltro, el  g el c on l as pr oteínas y  la 

membrana (de nitrocelulosa con poro de 0.2 µm marca Bio-Rad®), se humedecieron en buffer 

de transferencia 1X frío (Anexo 1.13).  
 

Bloqueo. La membrana de ni trocelulosa con las proteínas, se colocó en un recipiente y se 

cubrió c ompletamente c on buffer de bl oqueo ( Anexo 1 .14). El r ecipiente s e d ejó e n l a 

plancha de ag itación a TA de una hora a t oda la noche, y luego se lavó con amortiguador 

TBS-T durante 10 min (Anexo 1.3) una vez. 

Hibridación de anticuerpos. La membrana bloqueada y lavada, se cubrió con el anticuerpo 

primario específico señalado en el  anexo 5 y di luido en b uffer para di lución de anticuerpos 

(Anexo 1.15). Se dejó toda la noche incubando en agitación a 4 ºC. Luego se lavó con buffer 

TBS-T tres veces du rante 1 5 m in c ada v ez. P osteriormente, s e ag regó el  ant icuerpo 

secundario necesario (Anexo 5) y se incubó durante una hora a t emperatura ambiente, en 

agitación. Finalmente se realizaron los tres lavados hechos para el primer anticuerpo. 

Detección. Para p oder obs ervar l as pr oteínas de i nterés,  utilizamos el  k it I mmobilion 

Western de M illipore®. La solución d e t rabajo s e pr eparó mezclando par tes i guales del  

luminol y el peróxido contenidos en el kit. Dicha solución se agregó a la membrana lavada y 

se dejó actuar durante un minuto. Luego se colocó en el escáner c-Digit™ y se reveló. 

 

14. Generación de células HEK293 con expresión estable de E6WT, E6SM 
y E6*I 
 

Células HEK293 fueron transfectadas, como se menciona en el apartado número 12 de los 

métodos, u tilizando l os pl ásmidos p3XFLAG-E6WT, p 3XFLAG-E6SM y  p3X FLAG-E6*I por 

separado. Durante 30 dí as, el medio y la geneticina (800 μg/ml) fueron cambiados cada 24 

horas. La expresión de E6WT, E6SM y E6*I se evaluó por medio de R T-PCR y WB en las 

células sobrevivientes. 
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15. Inmunofluorescencia  
 
Células HEK293 y HEK293 que ex presan de forma es table E 6WT, E6SM o  E6*I fueron 

sembradas por  s eparado en por taobjetos. Al dí a s iguiente, s e l avaron c on bu ffer P BS-T 

(Anexo 1.17) y posteriormente se fijaron con la solución de paraformaldehido (Anexo 1.16) 

durante 15 minutos. S e hicieron tres lavados con P BS-T durante 10 minutos c ada uno . 

Después de esto, el buffer de bloqueo para IF se colocó (Anexo 1.19) durante 1.30 horas. El 

anticuerpo pr imario ant i-β-catenina s e disolvió en buf fer de  bl oqueo par a I F, a la 

concentración indicada en el  anexo 5.1 y se dejó en una cámara húmeda, durante toda la 

noche, a 4 ° C. Al dí a s iguiente, tres l avados con PBS -T fueron r ealizados, par a 

posteriormente colocar  el  anti-cuerpo secundario Alexa 594, disuelto en buffer de bloqueo 

para I F (Anexo 5. 1) durante 1.30 hor as, e n c ámara húmeda, a  t emperatura am biente y  

cubierto d e l a l uz. Una v ez l avadas nuevamente c on P BS-T t res v eces, se c olocó un a 

solución de DAPI diluido (1:200) durante 5 m inutos a temperatura ambiente y se realizaron 

dos úl timos l avados de 5 minutos con PBS -T. F inalmente las m uestras fueron m ontadas 

utilizando m edio d e montaje ProLong® Gold ant ifade r eagent y c ubriéndolas c on un  

cubreobjetos. 
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VII. RESULTADOS  

Para poder realizar un análisis específico del papel de E6*I en la vía de Wnt, era necesario 

observar l as c onsecuencias de tres t ratamientos di stintos en l as c élulas a ev aluar: 1) La 

expresión conjunta de E6 y E6*I; lo que se observa de manera natural en células infectadas 

con VPH-18 (Czegledy et al., 1994; Pim, et al., 2009), 2) La expresión sólo de E6 y 3) La 

expresión sólo de E6*I. Para esto se realizó la clonación de distintos fragmentos específicos. 

 

1. Clonación de los fragmentos E6WT, E6SM y E6*I de VPH-18 en el vector 
p3XFLAG-CMV-10 
 
Todas las clonaciones se realizaron en el vector p3XFLAG-CMV-10 mostrado en la figura 14 

en el  apar tado de métodos. Para poder obtener a la proteína E6 completa, as í como a su 

producto del procesamiento al ternativo E6*I, se c lonó la secuencia de E6WT que genera a 

ambas i soformas. P ara que s e ex presara s ólo la pr oteína E6*I, se c lonó úni camente la 

secuencia d e RNAm generada des pués del pr ocesamiento alternativo; y  p ara lograr una  

mayor expresión de la proteína E6 completa se clonó E6 splice mutant (E6SM). La secuencia 

nucleotídica para esta mutante es casi igual que la de E6WT, solo cambia el nucleótido 233 

que en la secuencia WT corresponde a una guanina, pero en la mutante se cambia por una 

adenina, l o q ue di sminuye dr ásticamente el  s plicing. La m utación c orrespondiente es  

silenciosa, y a q ue en el  m omento d e l a t ranscripción a mbos t ripletes c odifican par a ác ido 

glutámico, generando proteínas idénticas. 

A partir de la secuencia codificante para E6 de VPH-18, localizada en el compendio de VPH 

(http://pave.niaid.nih.gov/lanl-archives/HPVcompintro4.html, 1994) , se di señaron 

oligonucleótidos específicos q ue a mplificaran l a t otalidad d el fragmento, además d e un  

oligonucleótido antisentido extra, para la amplificación de E6*I hasta su respectivo codón de 

paro. Como se muestra en la figura 6.1 del anexo 6, al realizarse el splicing de la secuencia 

completa, se genera un cambio en el marco de lectura y un nuevo codón de paro, localizado 

antes del de la secuencia completa.   

Para insertar los f ragmentos en el plásmido, se eligieron s itios de corte para dos enzimas 

presentes en el  s itio de m ulticlonación ( MCS) del  pl ásmido ( EcoRI y  B glII). Ya q ue las 
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secuencias a c lonar (E6WT, E6 SM y  E6 *I) no pos een di chos sitos de c orte, es tos se 

agregaron al inicio y final de la secuencia usando los oligonucleótidos diseñados.   

Se observó que el sitio de c orte para EcoRI, presente en el  MCS del plásmido (Fig. 7.1 en 
anexo 7 ), deja ex tremos cohesivos que al  empalmar con nuestro fragmento cambiarían el  

marco de l ectura y  po r t anto l a s ecuencia d e l a pr oteína. Para solucionar el  problema, s e 

agregó un n ucleótido ( A) t erminando el  s itio de  c orte par a EcoRI en  l a s ecuencia del  

oligonucleótido “sentido”, conservando así el marco de lectura adecuado (Fig. 15). 

 

 

Figura 1 5. O ligonucleótidos diseñados y s ecuencia codificante p ara l a pr oteína E 6 d e V PH-18. P odemos 
observar tanto el oligonucleótido sentido como los dos antisentido, para el fragmento completo y para E6*I. Se 
muestran l os s itios de r estricción agregados a  c ada un o d e los primers, además de u na ad enina par a l a 
corrección del  m arco de l ectura en e l o ligo sentido. Con v erde se r esaltan los s itios don ador y aceptor de 
splicing. 

 

Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación del fragmento E6SM fueron los mismos 

que para E6WT.  

En la figura 16 se muestra un esquema del diseño de las restricciones en los fragmentos y el 

vector con EcoRI y Bglll, donde se puede ver el orden de los cortes y la orientación en la que 

quedarán las secuencias a clonar. 
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Figura 16. Sitios de corte para EcoRI y Bglll. En la figura se esquematizan los sitios de corte para las enzimas 
de restricción el egidas, tanto en l os am plificados E6WT, E6SM y  E6*I, as í c omo en el  p lásmido p3X FLAG-
CMV10. 

 
Los fragmentos fueron amplificados con los oligonucleótidos diseñados como se describe en 

el apartado de materiales y métodos. Cuando se tuvieron listos los tres distintos amplificados 

a clonar, se procedió a l a restricción de c ada uno d e éstos y del vector p3XFLAG-CMV 10 

con EcoRI y BglII. Los resultados  se observan en la figura 17.  

 

 
 

Una v ez digerido el  plásmido y  c ada u no d e l os fragmentos, a mbos fueron l igados. E n l a 

figura 18 se muestra un esquema de cómo quedan las construcciones una vez ligadas y el 

nombre que se le dio a cada una de ellas. 

Figura 1 7. R estricciones de l os i nsertos y e l 
plásmido con EcoRI y BglII. Del carril 2 al 5 se 
muestra el  v ector, s in d igerir ( SD), s ólo c on 
EcoRI, s ólo c on B glll y c on am bas en zimas. 
Los c arriles 6, 7 y 8 c orresponden a  l as 
digestiones de los tres fragmentos con las dos 
enzimas. 
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Figura 18. C onstrucciones obt enidas. S e es quematizan las t res c onstrucciones r ealizadas con bas e en el  
plásmido p3XFLAG-CMV10. Después de la ligación del vector con los insertos E6WT, E6SM y E6*I se 
obtuvieron las construcciones: p3XFLAG-E6WT, p3XFLAG-E6SM y p3XFLAG-E6*I. 

 

Las tres construcciones así como el plásmido vacío, fueron transformados en bacterias DH5α 

competentes por c loruro de c alcio, q ue s e pl aquearon e n L B-agar c on a mpicilina c omo 

antibiótico de selección.  

 
De las colonias obtenidas para cada una de las construcciones se resembraron 3 del vector 

vacío, 5 de E 6WT, 3 de E 6SM y  4 de E6*I. A  dichas resiembras se les hi zo una P CR de 

colonia. Para p3X no se obtuvo amplificado alguno, cuatro de las cinco colonias con p3Xflag-

E6WT amplificaron el fragmento en el tamaño esperado y una m ás grande, por lo que ésta 

fue d escartada p ara c ontinuar c on el  pr oceso. P ara E6SM h ubo t res c olonias c on el  

amplificado en 477 pb  y  l as c uatro c olonias c on E6*I tuvieron el f ragmento de 147  pb 

correspondiente. Los resultados se muestran en la figura 19. 
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Figura 19. PCR de colonia. A partir de las resiembras de colonias transformadas resistentes a ampicilina se hizo 
una PCR para amplificar E6WT, E6SM o E6*I.  
 

De las colonias positivas, que contenían el fragmento en el  peso deseado, se eligió una de 

cada c onstrucción, pa ra ex traer el  pl ásmido c on el  pr ocedimiento y a des crito. Y a q ue se 

habían extraído los plásmidos, éstos se verificaron por PCR (Fig. 20 A) y luego por liberación 

de inserto con las dos enzimas utilizadas para clonar (Fig. 20 B).  

 

 

 
Figura 20.  V erificación de  l a c lonación d e f ragmentos. A ) PCR a p artir del DNA plasmídico o btenido por  
Miniprep de las colonias transformantes. Se pueden ver los amplificados para cada construcción en los pesos 
correctos, 477 pb para E6WT y E6SM y 174 pb para E6*I. B) Liberaciones de inserto a partir de las 
construcciones obtenidas. Cada uno de los plásmidos purificados fue digerido con las dos enzimas con las que 
se realizó la clonación. En la imagen se muestra la liberación de insertos en los pesos de E6 y E6*I. 
 

Para c orroborar q ue l os f ragmentos c lonados es tuvieran en m arco y  que l as s ecuencias 

fueran correctas, los plásmidos p3XFLAG-E6WT, p3XFLAG-E6SM y  p3XFLAG-E6*I fueron 

secuenciados usando el servicio de s ecuenciación de la unidad de síntesis y secuenciación 

del I nstituto de Biotecnología de l a U NAM. Las  s ecuencias ob tenidas s e muestran en  l a 
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figura 9.1 del anexo 9. Los resultados comprobaron que las secuencias son las adecuadas 

para generar las proteínas E6, E6*I o ambas, dependiendo del plásmido que se utilice.  

 

2. Expresión de las proteínas E6 y E6*I en células HEK293  
 
Células HEK293 fueron transfectadas con las tres construcciones realizadas, así como con el 

vector vacío por  separado. 24 hor as post-transfección, l as c élulas f ueron r ecogidas y  se 

extrajeron t anto lisados pr oteicos c omo RNAm totales. La pr esencia d e t ranscritos 

codificantes para E6 y E6*I se observó mediante RT-PCR (Fig. 21 A), y la expresión de las 

proteínas se v io por  Western blot (WB) (Fig. 21 B) ut ilizando un ant icuerpo anti-FLAG. En 

cada transfección además de la construcción de interés, se transfectó el plásmido p3XFLAG-

BAP, que en l os ensayos se ut ilizó como un control de carga y transfección. Este plásmido 

codifica para un a fosfatasa al calina b acteriana no  funcional e n eucariontes, l igada a  los 

mismos epítopes FLAG presentes en el vector vacío. 

 
A nivel de transcrito, pudimos observar distintos patrones entre la cantidad de RNAm para E6 

y E6*I. E n el  c aso de l as c élulas t ransfectadas c on p 3xFLAG-E6WT, s e obs ervó mayor 

cantidad del transcrito para E6*I que para E6, mismo patrón que se presenta en transcritos 

de células HeLa, las cuales poseen  DNA de VPH-18 insertado en su genoma. En el caso de 

E6SM logramos ver también transcrito de ambos fragmentos, pero la cantidad de RNAm para 

E6 fue mucho mayor que la observada en E6WT. Para E6*I se corroboró la presencia única 

del transcrito para esta isoforma. En la figura 21 podemos observar dos tamaños tanto para 

E6 como para E6*I, lo que depende del par de primers que se haya utilizado en cada caso. 

Cuando se usan los o ligonucleótidos para amplificar a E 6 completo, es  pos ible detectar al  

producto de splicing, pero el tamaño es mayor de lo esperado para E6*I (296 vs. 174 pb), 

pues se amplifica desde el inicio (igual para ambas proteínas) hasta el codón de paro para 

E6, que no es el mismo que utiliza E6*I y se encuentra río abajo de él (Fig. 6.1 en anexo 6). 

Un caso parecido es  el  que encontramos cuando se amplifica el  RNAm codificante de E6, 

con el par  de  pr imers diseñados para E6*I, do nde s e amplifica un f ragmento de E 6 que 

termina antes del codón de paro específico para la proteína completa. 

 
Cabe mencionar que hasta el momento sólo en p ocos artículos se ha l ogrado mostrar una 

buena expresión de la proteína E6 de VPH-18 y son aún menos en los que han v isto a l a 
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isoforma E6*I. En es te es tudio det ectamos a l as pr oteínas E 6 y  E6*I mediante el  epítope 

FLAG presente en l as pr oteínas r ecombinantes. Al r ealizar el  e nsayo de WB se v io un a 

coincidencia entre los patrones observados para el RNAm y los detectados a nivel proteico. 

Resulta interesante que aún cuando en las t ransfecciones con E6SM se observa al  RNAm 

correspondiente a E6*I, la presencia de la proteína fue poco evidente o nula en el WB. 

 

 

 
 

Figura 21. Transcritos y expresión proteica de E6 y E6*I en lisados de células HEK293 transfectadas (24 hr) con 
p3xFLAG-CMV-10, p3xFLAG-E6WT, p3xFLAG-E6SM y p3xFLAG-E6*I. A) RT-PCR. Se muestran los transcritos 
de ambos f ragmentos. B ) W B. Se obs ervan los pat rones de expresión de am bas pr oteínas en las d istintas 
transfecciones. El control de transfección y carga en ambos casos fue BAP. 

 

Como podemos ver, el plásmido  p3XFLAG-CMV-10 fue de gran utilidad para la clonación del 

gen d e E6WT y  l as m odificaciones d e éste. S us epí topes F LAG representaron una  

herramienta eficiente en l a detección de las proteínas E6 y E6*I, que se expresaron con el 

patrón esperado en células HEK293. 

 

 



 

48 
 

3. Degradación de p53 por la proteína E6 
 
Cuando E6 se une a la ubiquitin ligasa E6AP, es capaz de enviar a degradación a la proteína 

p53, por lo que actualmente p53 es un blanco bien conocido de E6 (Revisado en Narisawa 
y K iyono, 2007;  T homas, et al., 1999). P ara c orroborar l a ac tividad de la proteína E6 

observada en nuestros ensayos, evaluamos los niveles de p53 en los distintos tratamientos 

utilizados (Fig. 22).  

 
Figura 22 . N iveles de p53 en proteínas totales 
de células HEK293 transfectadas (24 hr ) con 
p3xFLAG-E6WT, p3x FLAG-E6SM y p 3xFLAG-
E6*I. Podemos obs ervar l a di sminución de los 
niveles de p53 en las células donde se expresa 
sólo E 6 o E 6 y E6*I, per o no dond e s ólo h ay 
E6*I. 
 

 

 

En los resultados generados a partir del  WB se observaron n iveles disminuidos de p53 en 

presencia de E6. Cuando las células eran transfectadas con E6SM, y por tanto se tenía una 

mayor cantidad de E6 que de E6*I, la degradación de p53 es mayor que cuando la isoforma 

pequeña está pr esente de f orma abundante. L a pr oteína pequeña, producto del  splicing 

alternativo, no mostró degradación del blanco evaluado. 

 

4. Efecto de las proteínas E6 y E6*I sobre blancos de la vía de Wnt 
 
Se r ealizó un  ensayo par a o bservar l os  ni veles de β-catenina, proteína  blanco d e l a vía 

canónica de Wnt. Los resultados muestran un aumento en los niveles de β-catenina cuando 

las células HEK293 se transfectaron con E6WT, E6SM y E6*I, en relación con la cantidad de 

proteína observada en la ausencia de E6 o E6*I (Fig. 23 A). En E6WT, ambas isoformas de 

E6 (completa y  pequeña), parecen s interizar el  aumento de la proteína β-catenina (Fig. 23 

B).  
 
En el  c aso de  los ni veles proteicos de c -Jun, l a c antidad de es ta pr oteína s e v e el evada  

cuando está presente E 6, y a s ea s olo o  e n combinación con E6*I, per o no au menta en 

cuando solamente se encuentra E6*I (Fig. 23 C). 
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Figura 23. Niveles de β-catenina y c-Jun en lisados proteicos totales de células HEK293 transfectadas (24 hr) 
con p3xFLAG-E6WT, p3xFLAG-E6SM y p3xFLAG-E6*I. A) Se observa el aumento en los niveles de β-catenina 
cuando se transfecta cualquiera de las combinaciones de E6-E6*I. B) Densitometría que muestra una tendencia 
en e l aumento de  β-catenina cuando está presente E6, E6*I, o ambas. Un mayor aumento de β-catenina se 
observa cuando hay ambas isoformas. C) Aumento de c-Jun sólo cuando está presente la proteína completa. 
 
 
 
 

 

 

Figura 24 . E xpresión es table de E6WT, E 6SM y E6*I en c élulas HEK293. A)  R T-PCR donde s e m uestra l a 
presencia de transcritos para casa una de las proteínas. B) WB que evidencia la presencia de las proteínas. 
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5. Localización de β-catenina en presencia de E6WT, E6SM y E6*I 
 
Una vez que comprobamos el efecto de las proteínas E6 y E6*I de VPH-18 sobre los niveles 

de β-catenina, quisimos averiguar si la localización de β-catenina se modificaba en presencia 

de las proteínas virales.  

 

Para obs ervar es to, realizamos ens ayos de i nmunofluorescencia en líneas de c élulas 

HEK293 que expresan de manera estable E6WT, E6SM o E6*I;  donde la expresión de las 

proteínas del virus se corroboró mediante RT-PCR y WB (Fig. 24 A y B respectivamente). 

 

Los resultados de las inmunofluorescencias, ut ilizando un microscopio de epi fluorescencia, 

pueden observarse en la figura 25. En las células HEK293 que no expresan a ninguna de las 

proteínas v irales,  β-catenina tienen una l ocalización m ayoritariamente membranal y  

citoplasmática. Todas las células que expresan E6WT, E6SM o E6*I, muestran a β-catenina 

ubicada principalmente en el citoplasma y en los casos en los que está presente E6 también 

en el  núc leo. E sta l ocalización nuc lear en  los ca sos en que es tá pr esente E 6, es mayor 

cuando está E 6SM ( expresión mayoritaria de E 6). E n presencia de  E6*I, se obs ervaron 

campos con β-catenina nuclear, aunque la mayoría de las células la presentaban más en el 

citoplasma.  

En t odas l as c élulas con ex presión de E6, E6*I o a mbas, s e o bservaron c ambios e n l a 

morfología de las células. 
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Figura 25. Inmunofluorescencias con microscopía de epifluorescencia en células HEK293 con expresión estable 
de E6WT, E6SM o E6*I. En azul se observan los núcleos teñidos con DAPI y en rojo la proteína β-catenina 
endógena.  
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VIII. DISCUSIÓN 
 

La ac tividad onc ogénica de l as pr oteínas E 6 y  E 7 de los VPH -AR, ha s ido a mpliamente 

estudiada (Revisado en Mantovani y Banks, 2001; Moody y Laimins, 2010; Narisawa y 
Kiyono, 2007). Sin embargo, poco se conoce de la actividad del producto de procesamiento 

alternativo E6*I. La abundante presencia de E6*I en muestras de cáncer cervicouterino y en 

líneas celulares derivadas del mismo (De la Cruz, et al., 2005; Vázquez, et al., 2013), han 

motivado el  es tudio de l os e fectos de esta pr oteína en l as vías r elacionadas c on l a 

transformación celular. La capacidad de E6*I para unirse a E6 y E6AP (Pim, et al., 1997) y 

su efecto en l a degradación o ac tivación de  ciertas proteínas involucradas en procesos de 

apoptosis, proliferación y adhesión celular (Pim, et al., 2009; Manzo, et al., 2014), sugieren 

que E6*I podría intervenir en la regulación de la proteína E6 completa o realizar funciones 

independientes a E6 , que de alguna f orma m odularán ciertas vías de s eñalización 

involucradas en la transformación celular.  

La vía de Wnt se ha observado alterada en cáncer cervicouterino; donde β-catenina aumenta 

tanto en c itoplasma c omo en n úcleo a m edida q ue v a av anzando l a l esión (Üren, et al., 
2005; Rodríguez, et al., 2005). De esta manera β-catenina  s e ubica en la membrana del 

tejido normal de c érvix, m ientras que en las displasias comienza a obs ervarse también en  

citoplasma y en cáncer invasor, principalmente en el núcleo. La participación de la proteína 

E6 d e V PH-16 en l a vía de Wnt se ha estudiado previamente (Lichtig, et al., 2010). S in 

embargo, en esta vía no se conoce el efecto de E6 de VPH-18, que en México se encuentra 

entre los primeros lugares en frecuencia de los tipos de VPH presentes en cáncer de cérvix 

(Carrillo, et al., 2014) y que presenta un p eor pronóstico en e tapas tempranas (Burger, et 
al., 1996). Por ot ra p arte, d ado que E6*I se encuentra en una e levada pr oporción e n l os 

carcinomas, también resulta relevante determinar el papel específico de esta proteína en la 

vía de Wnt.   

En el presente trabajo evaluamos si la presencia de la proteína E6 o E6*I de VPH-18 tienen 

un efecto en la vía canónica de Wnt. Para cumplir con este objetivo, no sólo observamos la 

consecuencia de expresar a  E6*I, la isoforma pequeña de E 6, sino también el  efecto de la 

expresión de  la pr oteína completa, g enerada a partir de un t ranscrito q ue r ealiza un  
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procesamiento al ternativo de ficiente (E6SM), así c omo de  la c ombinación d e am bas 

isoformas generadas por E6WT, en tratamientos separados. 

En nuestro modelo de estudio E6SM representa una importante herramienta para estudiar el 

efecto es pecífico de l a pr oteína E 6 c ompleta. E sto s e d ebe a q ue s i bi en en l as c élulas 

transfectadas con esta m utante se observa l a expresión t anto de l t ranscrito E6*I como E 6 

completo, l a forma c ompleta au menta c onsiderablemente s u pr oporción, en r elación a l os 

transcritos observados en las células con E6WT. Cabe resaltar que a nivel de proteína, sólo 

se observa la forma completa en las células con E6SM, mientras que E6 y E6*I se expresan 

en las células transfectadas con E6WT. Como es de esperarse en las células transfectadas 

con E6*I, sólo se observa este producto de 10 kDa. 

La deg radación de p5 3 r esultó una b uena pr ueba de l a f uncionalidad de E 6, d ado q ue l a 

presencia mayoritaria de la proteína E6 en la mutante E6SM llevó a una mayor degradación 

de p53 que cuando estaba E6*I acompañando a E6 completo en las células con E6WT. Por 

su parte, E6*I no tuvo ningún efecto en los niveles de p53, lo cual era de esperarse dado que 

se sabe que aún cuando puede unirse a p53, no lleva a su degradación. 

En primera instancia, observamos un aumento evidente en los niveles de l a proteína c-Jun, 

cuyo gen es blanco transcripcional de la vía de Wnt, en presencia tanto de E6SM como de  

E6WT (Fig. 23). S in embargo, el  aumento de c-Jun parece deberse al  e fecto del  producto 

completo de E6 y no a E6*I, ya que cuando sólo está presente la isoforma pequeña no hay 

ningún efecto en l os niveles proteicos de c-Jun. Para ver que este aumento en l a proteína 

blanco de la vía de Wnt, es consecuencia del incremento en l a transcripción del gen que la 

codifica, y por t anto en l a ac tividad t ranscripcional de l os factores r ío abaj o e n Wnt 

(TCF/LEF), s e requieren ensayos de PCR en t iempo real con sondas Taqman específicas 

para la amplificación y detección de los transcritos codificantes de c-Jun. Para entender los 

mecanismos que intervienen en el aumento de la proteína c-Jun por efecto de los productos 

de E6, los respectivos pl ásmidos de expresión se podrían cotransfectar con los plásmidos 

FOP y TOP-Flash; los cuales contienen sitios de unión al factor TCF y secuencias de unión 

mutadas, respectivamente, ambas acopladas al gen de l uciferasa. Este ensayo mostraría si 

la actividad transcripcional ligada a TCF, se ve aumentada en presencia de la proteína E6 de 

VPH-18, caso que se ha verificado en presencia de E6 de VPH-16 (Lichtig, et al., 2010).  
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El au mento observado en c-Jun se ha evidenciado e n es tudios ant eriores c uando está 

presente E6 de VPH-16 (de W ilde, et al., 2008). L a relación e ntre l a sobre-regulación de  

esta proteína y el desarrollo de carcinomas está demostrada desde hace tiempo (Szabo, et 
al., 1996), per o el aumento dependiente de  la pr oteína E 6 d el VPH -18, pr esente en  

aproximadamente l a mitad d e los adenocarcinomas de c érvix en M éxico, aún no s e ha  

estudiado, lo que da relevancia a los resultados encontrados hasta ahora. 

Otro resultado obtenido,  que no había sido descrito en estudios previos, es que los niveles 

de β-catenina aumentan en presencia tanto de E 6 como de E6*I (Fig. 23 A y B ). E s muy 

interesante que la cantidad del co-activador transcripcional β-catenina aumente en todos los 

tratamientos, habiendo obs ervado q ue c-Jun se i ncrementa exclusivamente c uando l a 

proteína E6 completa está presente. Estos patrones distintos en la expresión de c-Jun y β-

catenina cuando está presente E6 o E6*I, nos llevan a pensar que probablemente el aumento 

y posterior regulación de β-catenina, se dé  por  di ferentes mecanismos cuando se expresa 

una u otra de las proteínas de VPH-18. 

Entonces, de estos resultados surge un primer cuestionamiento: ¿Cómo puede E6 aumentar 

la cantidad de β-catenina y  l levar a l a t ranscripción de  c-Jun? Ciertas evidencias p ueden 

ayudar a c ontestar esta pregunta: a) Cuando las proteínas E6 de los VPH-16, 18 y  31 s on 

fosforiladas por  Akt o P KA pu eden unirse a l a pr oteína maestra 14-3-3,  dicha u nión 

estabiliza a la oncoproteína viral (Boon y Banks, 2013). b) Por su parte, 14-3-3 se une a las 

proteínas YAP/TAZ (Basu, et al., 2003; Kanai, et al., 2000), componentes esenciales de la 

vía de señalización Hippo, lo que promueve su localización en el citoplasma. c) El complejo 

YAP/TAZ se ha enc ontrado unido al complejo de degradación de β-catenina por medio de 

Axina y tiene un papel muy importante en la unión de la ubiquitin ligasa β-TrCP (Azzolin, et 
al., 2014). Ya que E6 de VPH-18 puede unirse a 14-3-3, podríamos pensar un mecanismo en 

el que E6 interaccione con el complejo YAP/TAZ, lo que podría separarlas del complejo de 

degradación, impedir la unión de β-TrCP  y por  l o t anto, la ubiquitinación y  pos terior 

degradación de β-catenina. De esta manera  β-catenina sería capaz translocarse al núcleo y 

llevar a la transcripción de genes blanco de la vía de Wnt, como es el caso de c-Jun. 

Cabe recalcar que uno de los hal lazgos más interesantes es el au mento de  β-catenina en 

células que expresan sólo E6*I, lo que podría parecer contradictorio con los niveles bajos de 

c-Jun observados en la misma t ransfección. Hasta es te punto, estos efectos sugerían que 



 

55 
 

probablemente la localización de  β-catenina sea distinta en presencia de E6 o de E6*I, por lo 

que observamos la localización de β-catenina m ediante inmunofluorescencia, par a 

comprobar esta hipótesis. 

Los resultados mostraron que la localización de β-catenina si es distinta en las células que 

expresan l a i soforma peq ueña o c ompleta d e E 6 d e V PH-18 (Fig. 25). En l as 

inmunofluorescencias se observa el  aumento de β-catenina  en el citoplasma y en algunos 

casos t ambién e n núcleo, c uando l as c élulas HEK293 expresan de manera es table a l as 

proteínas E 6WT o  E6SM. El a umento de β-catenina en el  núcleo es mayor  cuando 

únicamente está la proteína E6 (E6SM), caso contrario a lo observado en las transfecciones 

transitorias, donde la presencia de E6 y E6*I en E 6WT mostraba un aumento mayor de β-

catenina. Esto puede deberse al efecto crónico o ag udo en c élulas con expresión estable o 

transitoria, respectivamente, de proteínas exógenas. Cuando estaba solo E6*I, se observaron 

casos contradictorios, pues algunas células parecían tener localización nuclear de β-catenina 

aunque l a m ayoría l a m antenía en el  c itoplasma.  Aunque s erían necesarios ens ayos de  

microscopía confocal y fraccionamiento celular para corroborar la localización de β-catenina, 

los experimentos hechos nos dan indicios de la ubicación de esta proteína. 

Tomando en c uenta estos r esultados, E6 podr ía llevar a l a t ranslocación nuclear de β-

catenina,  como se observa en la activación de la vía por ligando Wnt (Fig. 13B) y por tanto, 

llevar a l a ac tivación de los factores de t ranscripción TCF/LEF y el  aumento de l os genes 

blanco. Mientras t anto, E6*I podría g enerar un mecanismo distinto que i nfluyera en  el  

aumento de  β-catenina, pero no en la translocación de la misma al núcleo, manteniéndose 

por tanto los niveles basales de c-Jun.  

Es difícil pensar en un modelo que explique el incremento en los niveles de β-catenina en 

presencia de E6*I, ya que los efectos de esta isoforma de E6 son muy poco conocidos. Dado 

que E6*I se ha i nvolucrado en la deg radación de al gunas pr oteínas de l a f amilia M AGUK 

como Dlg, S cribble, et c. (Pim, et al., 2009) y que l a unión de Dlg con A PC (proteína que 

integra el complejo de degradación de β-catenina) juega un importante papel en el bloqueo 

de la progresión celular (Ishidate, et al., 2000), podemos pensar que la posible disminución 

de Dlg por E6*I modula la actividad supresora de tumores de APC, liberando a β-catenina del 

complejo de deg radación y  por  t anto i ncrementando sus ni veles. Además, una vez que β-

catenina se haya liberado del complejo, la proteína citoplasmática sería capaz de degradar el 
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Dlg restante (Subbaiah, et al., 2012), generando una disociación del complejo potenciada 

por la β-catenina liberada. 

Siguiendo c on es te r azonamiento ¿Dónde r adicaría la diferencia para que β-catenina se 

transloque o no en presencia de E6 completo o E6*I? Recientemente se ha demostrado que 

β-catenina puede unirse a IQGAP1 y a Dvl2 formando un complejo, que mediante IQGAP1 

se une a i mportina-β5, permitiendo l a t ranslocación d e t odo el  c omplejo al  núc leo c elular 

(Goto, et al., 2013). A su vez IQGAP1 se une a pERK-1/2, la cual aumenta en presencia de 

E6 completo (Contreras, et al., 2009). A la fecha no se conocen interacciones de E6*I con 

ninguna de las proteínas involucradas en la translocación al núcleo de β-catenina, pero la 

presencia nuclear tanto de E6 como de E6*I ha sido demostrada (Vaeteewoottacharn, et al., 
2005; Manzo, et al., 2014), por lo que alguna interacción o modulación de la translocación de 

β-catenina  en el núcleo es posible por estas proteínas virales. Para obtener más información 

sobre qué proteínas interactúan con E6 y E6*I de VPH-18 se deberán realizar ensayos de co-

inmunoprecipitación. 

Otra al ternativa, es q ue E6*I promueva la expresión de β-catenina y  su  t ranslocación al  

núcleo, pero que no pueda unirse al factor transcripcional TCF. Es decir, que E6*I no impida 

la translocación total de β-catenina al núcleo, sino la interacción con el complejo TCF/LEF. 

Por otro lado, en los ensayos de inmunofluorescencia se observó una evidente modificación 

en la morfología de las células cuando estaban presentes las proteínas E6 o E6*I, mostrando 

que pued en es tar r elacionadas en l a pé rdida de uni ones c élula-célula o de l a pol aridad 

celular. A nteriormente s e ha r elacionado a E6 (Kranjec y Banks, 201 1; F acciuto, et al., 
2014) y a  E6*I (Pim, et al., 2009; Storrs y S ilverstein, 20 07) con l a deg radación de 

proteínas que intervienen en uniones celulares y en polaridad celular, por lo que estudios en 

los que se evalúen estas características podrían ser importantes.  

Aun se necesita mucha evidencia que soporte o refute las ideas planteadas. Por tanto, sería 

interesante realizar ensayos de m icroarreglos de ex presión y estudios d e proteómica, 

transfectando los mismos plásmidos utilizados en este trabajo (p3XFLAG-E6WT, -E6SM y -

E6*I de VPH-18) en distintas líneas celulares, lo que nos dará un panorama más amplio de 

los procesos en los que se encuentren relacionadas estas proteínas.  
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El conocimiento de las funciones de las distintas proteínas del VPH ayudará al entendimiento 

de l a enfermedad y  al  di seño de estrategias enc aminadas a  un mejor diagnóstico y  

tratamiento. 
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IX. CONCLUSIONES  
 

En células HEK293: 

• El v ector p3x FLAG-CMV10 resulta una eficiente h erramienta para l a c lonación y  

expresión de las proteínas E6 y E6*I de VPH-18, que pueden ser identificadas por los 

epítopes FLAG. 

• La presencia mayoritaria de la proteína E6 en la mutante E6SM conlleva a una mayor 

degradación de p53 que cuando se encuentra E6*I acompañando a E6 en E6WT. 

• La proteína E 6 aumenta l os ni veles proteícos de c -Jun en ausencia o pr esencia de 

E6*I. 

• Los niveles de β-catenina son aumentados tanto por E6 como por E6*I, aun cuando 

esta última no aumenta los niveles de c-Jun. 

• La localización de β-catenina se ve modificada por la presencia de E6, E6*I o ambas. 

• Cuando s e ex presan E6, E 6*I o a mbas, l a m orfología de l as c élulas c ambia 

drásticamente. 
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X. PERSPECTIVAS 
 

En este trabajo sería importante determinar el efecto de E6 y E6*I sobre otros blancos de la 

vía de Wnt como son Ciclina D1, c-Myc y c-Fos, tanto a nivel de p roteína por WB, como de 

transcrito m ediante ensayos de P CR en t iempo r eal. Dichos ex perimentos permitirían 

observar s i la regulación de los niveles de c -Jun, a nivel de proteína, es un evento único o 

ligado a la actividad transcripcional de TCF. 

Si existe una regulación sobre los niveles de transcritos y proteínas, mediada por E6 o E6*I 

de VPH -18, deberemos m ostrar s i esta modulación  verdaderamente es tá ligada al f actor 

transcripcional TCF, l o q ue po dría hac erse ut ilizando un plásmido r eportero con s itios de  

unión a TCF. 

Aunque l as i nmunofluorescencias u tilizando m icroscopía de epi fluorescencia nos  da n un  

acercamiento de la localización de β-catenina en pr esencia de  l as pr oteínas v irales, es  

importante confirmar esta l ocalización  realizando fraccionamiento c elular e  

inmunofluorescencia confocal.  

Llevar a c abo ensayos de c o-inmunoprecipitación, nos ayudaría a elucidar los mecanismos 

involucrados en la regulación de β-catenina, obs ervando s i E6 o  E6 *I son c apaces d e 

interactuar con proteínas involucradas en la degradación o translocación de β-catenina, así 

como en la activación o represión de TCF.  
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XII. ANEXOS 
 

1. Amortiguadores y medios de cultivo preparados 
 

1.1 Medio rico Luria-Broth o LB (1000 ml) 

• Peptona de caseína 10 g 

• Extracto de levadura 5 g  

• NaCl 10 g 
 

El medio se hizo disolviendo los distintos componentes en agua destilada y esterilizándolo 
durante 20 min a 120 °C y 15 libras de presión. 

 

1.2 Buffer TBS 10X pH 7.6 (1000 ml) 

• Tris-base 60.5 g 

• NaCl 87.6 g 

Disueltos en agua destilada.  
 

1.3 Buffer TBS-T  pH 7.6 (1000 ml) 

• 1000 ml de buffer TBS 1X 

• Tween-20 1 ml 

 

1.4 Buffer de lisis  para extracción de DNA pH 8 

• Tris-HCl  10Mm 

• EDTA 0.1 M   

• SDS 0.5%   

Disueltos en agua destilada. 
 

1.5 Buffer PBS (200 ml) 

• Una pastilla de Buffer salino de fosfatos Sigma®. 

Disuelta en agua destilada y esterilizado durante 20 min a 120 °C y 15 libras de presión. 
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1.6 Buffer CaCl2-Tris pH 7.5 (50 ml) 

• CaCl2   0.55 g  (100 mM) 

• Tris 0.078 g  (10 mM) 

Disuelto en agua destilada. 

 

1.7 Buffer TBE 10 X pH 8 (1000 ml) 

• 108 g de Tris-base (1M) 

• 55 g de ácido bórico (0.96 M) 

• 8.4 g de EDTA (0.01 M) 

Disuelto en agua destilada. 

 
1.8 Buffer RIPA 40 ml  

• 0.3506 g de NaCl 

• 0.0969 g de Tris  

• 400 µl de Igepal CA-630  

Disuelto en agua destilada. 
 

1.9 Solución de trabajo para cuantificación de proteínas 

• 100 partes de  Ac. Bicinconílico  

• 2 partes de Sulfato de Cu II 
 

1.10 Buffer pH 6.8  para gel concentrador (500 ml) 

• 2 g de SDS  

• 30.2 g de Tris-base  

Disuelto en agua destilada 

 
1.11 Buffer pH 8.8 para gel separador (500 ml) 

• 2 g de SDS  

• 91 g de Tris-base  

Disueltos en agua destilada. 
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1.12 Buffer de corrida 5X (500 ml)  

• 2.5 g de SDS 

• 7.5 g de Tris-Base 

• 36 g de glicina 

Disueltos en agua destilada. 
 

1.13 Buffer de transferencia 1X (1000 ml) 

• 3.79 g de Tris-base 

• 18 g de glicina  

• 250 ml de metanol 

Disueltos en agua destilada. 

 

1.14 Buffer de bloqueo  

• 5 % de leche Svelty® sin grasa  

• 2.5 % de BSA (Promega®) 

Disueltos en amortiguador TBS-T 

 
1.15 Buffer para dilución de anticuerpos  

• 2.5 % de leche Svelty® sin grasa  

• 1.25 % de BSA 

Disueltos en amortiguador TBS-T. 

 

1.16 Solución de paraformaldehido 

• 4% de paraformaldehido 

Disuelto en agua destilada, en baño maría a 60 °C, durante toda la noche. 

  

1.17 Buffer PBS-T (100 ml) 

• 90 ml de buffer PBS 1X 

• Tween-20 100 μl 
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1.18 Solución de BSA 

• 10 % de BSA  

Disuelta en amortiguador PBS. 

 

1.19 Buffer de bloqueo para  IF 

• 3 % de solición de BSA 

• 5 % de suero de cabra 

• 0.1 % de Tween-20 

Disueltos en amortiguador PBS. 

 

 

2. Programas y reacciones para retrotranscripción y PCR 
 
 

2.1 Reacción (20 µl) y programa para la retrotranscripción  
 
 
 

Tabla 2. 1 S e m uestran l os r eactivos y las c antidades nec esarias de c ada un o d e 
estos, para la preparación de una reacción de retrotranscripción. 

REACTIVO CANTIDAD CONCENTRACIÓN FINAL 
MgCl2 (25 mM)  4 µl 5 mM 
Amortiguador para PCR 10X        2 µl 1X 
Agua MIQ 2 µl - 
dGTP  2 µl 1 mM 
dATP 2 µl 1 mM 
dTTP 2 µl 1 mM 
dCTP 2 µl 1 mM 
Inhibidor de RNasa                      1 µl 1 U/µl 
Transcriptasa reversa MuLV        1 µl 2.5 U/µl 
Hexámeros aleatorios                  1 µl 2.5 µM 
Muestra de RNA                         - ≤ 1 µg 
TOTAL 20 µl - 
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Figura 2.1. Programa para la amplificación de cDNA a partir de RNAm. 

 

2.2 Reacción para PCRs (20 µl) y programas para cada amplificado  

 
Tabla 2. 2 Se m uestran l os r eactivos y las c antidades nec esarias de c ada un o d e 
estos, para la preparación de una reacción de PCR. 

REACTIVO CANTIDAD CONCENTRACIÓN FINAL 
dNTPs (200 mM)                   2 µl 20 mM 
Amortiguador 10X   2 µl 1X 
MgCl2 (25 mM) 1.6 µl 2 mM 
Oligo 5´ (50 pM) 0.1 µl 0.25 pM 
Oligo 3´  (50 pM)                          0.1 µl 0.25 pM 
Taq polimerasa gold             0.15 µl 0.037 U/µl 
DNA - Aprox. 100 ng 
Agua Completar - 
TOTAL 20 µl  

 

 
Figura 2.2. Programa para la am plificación de E6WT, E6SM, E6*I y BAP (control de t ransfección) a p artir de 
cDNA. 
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3. Reacciones de restricción y ligación  

 

3.1. Reacción de restricción 

 
Tabla 3 .1. S e des criben los reactivos y c antidades necesarias p ara 
una reacción de restricción utilizando dos endonucleasas específicas. 

REACTIVOS 1RA RESTRICCIÓN CANTIDAD 

Buffer 10X H 2 µl 
EcoRI (Invitrogen®) 50 U/µl 1 µl 
DNA a digerir 500 ng 
Agua  Hasta completar 20 µl 

REACTIVOS 2DA RESTRICCIÓN CANTIDAD 

Bglll (Invitrogen®) 10 50 U/µl 1 µl 
 

 

 

3.2. Reacción de ligación 
 

Tabla 3. 2. S e des criben los r eactivos y c antidades necesarias p ara 
una reacción de ligación. 

REACTIVOS  CANTIDAD 

Ligasa T4 (Invitrogen®) 1 U/µl 1 μl 
Amortiguador 5X 4 μl 
Inserto digerido (E6WT, E6SM o E6*I) 3 veces 
Plásmido digerido 1 vez 
Agua  Hasta completar 20 µl 

 

 

 

 

 

 

En el caso del inserto y el plásmido, se requiere que estos se coloquen en una relación 
3:1 (inserto:plásmido). La cantidad de DNA no se especifica, pero debe < 1 μg total. 
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4. Preparación de geles de poliacrilamida 
Tabla 4.1. Reactivos y cantidades para la preparación de geles de poliacilamida de 0.75 mm. Cada uno de los 
reactivos y las cantidades utilizadas para la preparación de geles separadores del 10 y 15 %, así como para el 
gel concentrador se observan en la tabla. 
 

GEL SEPARADOR 
% No. de 

geles 
MIQ Acrilamida 

30% 
Buffer 8.8 
separador 

PSA 10% TEMED 

10% 1 ml 2.15 ml 1.6 ml 1.25 ml 15 µl 5 µl 
2 ml 3.87 ml 2.88 ml 2.25 ml 30 µl 10 µl 
3 ml 6.45 ml 4.8 ml 3.8 ml 45 µl 15 µl 

15% 1 ml 2.5 ml 5 ml 2.8 ml 50 µl 5 µl 
2 ml 5 ml 10 ml 5.6 ml 100 µl 10 µl 
3 ml 7.5 ml 15 ml 8.4 ml 150 µl 15 µl 

GEL CONCENTRADOR 
No. de geles MIQ Acrilamida 

30% 
Buffer 6.8 

concentrador 
PSA 10% TEMED 

1 1 ml 0.25 ml 0.415 ml 7.5 µl 2.5 µl 
2-3 3 ml 0.75 ml 1.245 ml 25 µl 7.5 µl 
4-6 6 ml 1.5 ml 2.5 ml 50 µl 15 µl 

 
 

5. Anticuerpos utilizados 

Tabla 5.1.  Anticuerpos utilizados. Se muestra el anticuerpo, la marca y la concentración a la que se usó. 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 
Anticuerpo Marca  Dilución Hecho en Ensayo 

Anti-Flag Sigma 1:1000 Ratón WB 
Anti-p53 Santa Cruz 1:1000 Ratón WB 

Anti-β-catenina Millipore 1:1000 Ratón WB 
Anti-β-catenina Cell Signaling 1:200 Conejo IF 

Anti-c-Jun Millipore 1:1000 Ratón WB 
ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Anticuerpo Marca Dilución Hecho en Ensayo 
Anti-ratón Roche 1:10 000 Cabra WB 
Alexa 594 Alexa Fluor 1:700 Cabra IF 

WB. Western blot; IF. Inmunofluorescenia 
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6. Procesamiento alternativo del mensajero de E6 de VPH-18 
 

 
 

Figura 6.1. Sitios de procesamiento alterna-tivo en E6. En color verde se observan los sitios donador y aceptor 
de splicing. En gris vemos la parte de E6 que se pierde luego del splicng. Finalmente en rojo se resaltó el nuevo 
codón de paro generado por el cambio de marco de lectura. 
 
 
 
 

7. Sitio de clonación múltiple del plásmido p3XFLAG-CMV 10 
 

 

Figura 7.1 Sitio múltiple de clonación del plásmido p3XFLAG-CMV 10. En un rectángulo rojo se ha marcado el 
sitio de corte para EcoRI. Analizando la secuencia puede observarse que al clonar un fragmento en dicho sitio, 
el marco de lectura quedaría recorrido. 
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8. Transfección con Lipofectamina 2000 
 

 

 
Figura 8.1. Esquema del método de transfección utilizado. Cada construcción se cotransfectó con el plásmido 
control BAP, utilizando lipofectamina 2000 en medio OptiMem (OM). Una vez todo junto, la mezcla se agregó 
cuidadosamente  en las placas sembradas un día antes con las células a transfectar.  
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9. Secuenciación de los fragmentos E6WT, E6SM y E6*I clonados en 
p3XFLAG-CMV 10 
 

  

Figura 9.1. Secuencias d e l os f ragmentos E6WT, E6 SM y E6*I de V PH-18. En l a i magen s e m uestran l os 
fragmentos que se obtuvieron secuenciado los plásmidos p3XFLA-E6WT, p3XFLAG-E6SM y p3XFLA-E6*I. En 
rojo se observa la secuencia correspondiente a los tres epítopes FLAG contenidos en el vector utilizado para la 
clonación y en gris la secuencia génica de interés. Puede verse que el ATG (en amarillo) se encuentra antes de 
los epítopes FLAG, y que a la secuencia nucleotídica clonada le ha sido deletado este codón de inicio. En verde 
se resalta la mutación G233A característica de la mutate splice mutant de E6. 

 


	Portada
	Índice de Contenido
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Justificación
	IV. Hipótesis
	V. Objetivos
	VI. Materiales y Métodos
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Perspectivas
	XI. Bibliografía
	XI. Anexos

