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RESUMEN 

El virus del Papiloma Humano (HPV) es el principal agente etiológico del cáncer 

Cérvico uterino. Solo una mínima proporción de las infecciones con HPV de alto 

riesgo progresan a cáncer invasor, por lo que se requiere de factores adicionales; 

uno de estos podría ser la variación intratipo de HPV. En México se han asilado 3 

variantes de HPV18: el aislado de referencia (As-Ai), la variante Europea (E) y la 

Africana (Af). Esta última, asociada a un comportamiento biológico menos 

agresivo. 

OBJETIVO.- Determinar si las proteínas E6 de las variantes de HPV18 presentan 

diferencias funcionales, en la degradación de proteínas blanco (p53, Bax y hDLG), 

y en el proceso de proliferación celular. 

MÉTODOS.- Células C33 y MCF7 transfectadas con E6 variantes fueron 

analizadas en su capacidad de proliferación por Cristal violeta y Citometría de 

Flujo. Los niveles de proteínas blanco de HPV en las células transfectadas con E6 

fueron analizados mediante ensayos de Western Blot. 

RESULTADOS,- Las E6 variantes de HPV18 mostraron un patrón de 

comportamiento diferencial medido por los niveles de sus proteínas blanco. La 

tasa de proliferación celular fue significativamente diferente en las células 

transfectadas con las variantes de E6. La variante E6Af presentó los mayores 

niveles de estas proteínas y menor proliferación celular. Se demostró que la 

proliferación celular promovida por las variantes de E6 de HPV18 es 

independiente de p53. 

CONCLUSIONES.- Pequeñas diferencias en la secuencia de E6 de HPV18 son 

suficientes para repercutir en diferencias tanto a nivel de su acción sobre proteínas 
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blanco, como en la proliferación celular. Esto podría explicar en parte porqué 

infecciones con un mismo tipo de HPV, presentan comportamientos biológicos 

diferentes. 
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INTRODUCCIÓN 

CÁNCER 

Después de un cuarto de siglo de rápidos avances, la investigación sobre el 

cáncer ha generado un vasto cuerpo de conocimiento con una complejidad 

importante. Esta investigación muestra que el cáncer es una enfermedad que 

involucra cambios dinámicos en el genoma celular. Estas alteraciones son 

mutaciones sobre oncogenes que confieren ganancia en la función celular o en 

genes supresores tumorales que inducen pérdid~ en alguna función celular. 

Aunque las reglas que gobiernan la transformación de las células humanas 

normales en cancerosas no se conoce por completo, el proceso tumoral en los 

humanos es un proceso multifacético que refleja alteraciones, principalmente 

genéticas, que dirigen esta transformación progresiva en células malignas 

(Hanahan y Weinberg, 2000). Recientemente se ha propuesto, en base a 

evidencias acumuladas, que modificaciones epigenéticas tienen un papel crucial 

en el desarrollo del cáncer. Tales modificaciones epigenéticas pueden inducir 

hipometilación conduciendo a activación de oncogenes e inestabilidad del 

cromosoma; hipermetilación resultando en el silenciamiento de genes supresores 

de tumores; remodelamiento de la cromatina y silenciamiento asociado a RNA 

(Hsin Pai et al., 2005). 

El genoma de las células tumorales se encuentra alterado en múltiples 

sitios lo cual conduce a un desarrollo tumoral a través de un proceso análogo a la 

evolución Darwiniana, en el cual una sucesión de cambios genéticos, confieren 
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algún tipo de ventaja en el desarrollo conduciendo a la transformación progresiva 

de célula normal a cancerosa. 

Las células cancerosas tienen defectos en los sistemas reguladores que 

gobiernan la proliferación y la homeostasis celular normal. Estos defectos 

conducen a una gran variedad de tipos y subtipos de cáncer que provocan 

múltiples preguntas principalmente encaminadas a saber como una célula 

adquiere malignidad. 

La investigación actual sobre el cáncer muestra que estos tipos celulares se 

encuentran alterados en seis puntos de su fisiología que dictan el crecimiento 

maligno de los mismos: a) independencia a las señales de crecimiento, b) 

potencial replicativo ilimitado, c) insensibilidad a las señales que inhiben el 

crecimiento, d) angiogénesis sostenida, e) evasión de apoptosis, y f) invasión 

tisular y metástasis (Figura 1). Cada uno de estos cambios fisiológicos refleja la 

ruptura de los mecanismos de defensa anticancerígenos en las células y los 

tejidos (Hanahan y Weinberg, 2000). 



ANGIOGENESIS 
SOSTENIDA 

--- ----- w,,_ 

Figura 1. Alteraciones en una célula cancerosa. Se 
esquematizan las alteraciones celulares en seis puntos de su 
fisiología que dictar) el crecimiento maligno. 

EL CÁNCER CÉRVICO-UTERINO 
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El cáncer cervical (CaCu) es un tipo de cáncer que se sitúa en el cérvix 

uterino, en la porción inferior y estrecha del útero que desemboca en la vagina. Es 

en esta porción donde las células se malignizan originando el cáncer {Figura 2). El 

90% de los tumores invasores del cérvix ocurren en la zona de transformación del 

cuello uterino, que es la unión entre el epitelio columnar del endocérvix y el epitelio 

escamoso del ectocérvix. 



Figura 2. Localización del cáncer cervical. El cáncer 
cervical se puede desarrollar en cualquier porción del cérvix 
aunque predomina en la zona de transformación. 
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A nivel mundial, el CaCU es un problema de salud pública importante que 

ocupa el segundo lugar de frecuencia de cáncer entre mujeres (Bekkers RL et al., 

2004). Asimismo, al año se diagnostican más de 400,000 nuevas víctimas (Hwang 

et al., 1995), con una tasa de mortalidad del 50% (Parkin et al., 1999, Da Silva et 

al., 2001) y de estos, el 80% ocurren en países en vías de desarrollo (Alonso et al, 

2000). En México el CaCU ocupa el primer lugar en mortalidad en mujeres de 25 a 

64 años y el tercer lugar en la población general (Mohar et al., 2000). Por lo 

anterior, el CaCU sigue siendo una de las principales causas de muer.te 
. . 

relaciona9a con cáncer en la mujer (Da Silva et al., 200-1). La causa precisa, como 

ocurre en la mayoría de los cánceres, es desconocida. Sin embargo, se cree que 

los siguientes factores incrementan el riesgo: 

a) Tener una vida sexual activa precoz (antes de los 18 años). 

b) Tener múltiples compañeros sexuales. 

c) Haber tenido verrugas genitales. 

d) Fumar durante mucho tiempo. 
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e) Tener displasia cervical (anomalías en el tamaño, forma y número de 

células cervicales). 

f) El uso de anticonceptivos orales. 

g) Haber tenido herpes genital. 

h) Haber estado expuesta a la hormona sintética dietilestilbestrol antes del 

nacimiento. 

Entre las causas que se asocian al desarrollo de CaCU destaca la 

participación del virus de Papiloma Humano (HPV) como la causa principal, 

(Figura 3). 

Figura 3. Microscopía electrónica del 
Papilomavirus Humano. 

EL CaCU Y SU RELACIÓN CON EL HPV 

Un estudio conjunto realizado por la Agencia Internacional de Investigación 

sobre Cáncer (IARC) y la Organización Mundial de la Salud (WHO} concluyó que, 

en base a la epidemiología y a datos de laboratorio, la infección con papilomavirus 

humano debería ser considerada como la causa del desarrollo del cáncer cervical 

(Bosch FX et al., 1992). El HPV se clasifica en base a en su asociación con 

tumores invasores, lesion.es precursoras de alto grado o proliferaciones epiteliales 

benignas en dos categorías: de alto y bajo riesgo (Schiffman MH et al., 1993) 
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(Tabla 1), asimismo, también se pueden dividir en aquéllos que infectan 

superficies cutáneas y los que infectan las superficies mucosas. Esta ·clasificación 

del HPV se debe a las alteraciones genéticas provocadas por las oncoproteínas 

del virus en los mecanismos de control del ciclo celular (White A., et al, 1994; 

Demers G., et al, 1994; Slebos R., et al, 1994). Dado que no existe un consenso 

que se refiera a la categorización de muchos tipos de HPV con baja prevalencia 

de acuerdo al riesgo, se ha propuesto una clasificación en base a su relación 

filogenética. Para hacer esta agrupación, se utilizó un árbol filogenético de 106 

tipos de papilomavirus en base al alineamiento de las secuencias. Entre los 33 

tipos de HPV que fueron examinados, los tipos 16, 31, 33, 35, 52, 58 18, 39, 45, 

59, 68, 70, 26, 51, 82, 53, 56 y 66, fueron filogenéticament~ clasificados como 

tipos de alto riesgo. En contraste, tipos 6, 11, 44, 34, 73, 40, 43, 42, 72, 81, 83, 84, 

CP6108 y 57 fueron clasificados como tipos de bajo riesgo. Posteriormente el 

estudio realizado por Muñoz et al., (2003) mostró una fuerte coincidencia entre 

esta clasificación epidemiológica y la filogenético (Tabla 1). 
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Tabla l. Clasificación filogenética y epidemiológica 
deHPV 

Clasificación 
Filogenética Clasificación epidemiológica 

Alto Riesgo Bajo Riesgo 

Alto Riesgo 16, 18,31,33,35,39, 
45,51,52,56,58,59 70 
68,82,26* ,53* ,66* 

Bajo Riesgo 6, 11,40,42,43,44 

73 54,61,72",81-, CP6108 

*La clasificación epidemiológica de esos tipos como probables de alto riesgo es 
en base sobre cero controles y uno de tres casos positivos. Muñóz N et al. 2003. 

EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO 

Generalidades 

El virus de Papiloma Humano está formado por DNA de doble cadena, el 

cual cuenta con aproximadamente 8000 pb, que está contenido en la cápside viral 

compuesta de 72 capsómeros y tiene un diámetro entre 52 y 55 nm. Este virus 

tiene forma icosahédrica y, como característica, infecta las células del epitelio 

estratificado multiplicándose en el núcleo de las mismas. En la actualidad se 

conocen más de 200 tipos dE\HPV, los HPVs considerados de "bajo" riesgo son 

aquellos localizados en verrugas epiteliales o genitales mientras que los tipos de 

"alto riesgo" son detectados en carcinomas y displasias (Clavel C et al., 1999, 

LorinezAT, etal., 1992). 

En más del 99% de las lesiones precursoras y de cáncer invasor del cérvix 

se ha encontrado el genoma de algunos tipos de HPV de alto riesgo (Bosch et al., 
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1995: Walboomers et al., 1999), entre los cuales los tipos de HPV16 y HPV18 son 

los que se encuentran con mayor frecuencia en los carcinomas cervicales (50% y 

25% de los casos, respectivamente). El DNA de HPV16 se encuentra en 

aproximadamente el 50% de carcinomas de células escamosas, mientras que el 

DNA de HPV18 está en el 50% de los adenocarcinomas (Milde-Langossch et al., 

1993), siendo estos últimos los más agresivos, ya que estos no se han encontrado 

relacionados con el desarrollo de lesiones preinvasoras 

Estructura y regulación del genoma viral 

El genoma de los papilomavirus comprende 2 regiones codificantes, una 

denominada región temprana o E (Early) y la otra conocida como región tardía, L 

(Late), las cuales se encuentran separadas por una región no codificante llamada 

Región Larga de Control (LCR) de aproximadamente 1.0 kb (Zur Hausen H., 

1996). La región E, está formada por los genes E1, E2, E4-E7 que se expresan en 

infecciones tempranas y latentes por el virus, estos genes contienen la información 

necesaria para la replicación viral y la transformación de la célula. La región L, 

contiene los genes L 1 y L2, que codifican ·proteínas estructurales del virus y que 

se expresan en la infección productiva. La región LCR, que cubre alrededor del 

10% del genoma, se localiza entre el final del marco abierto de lectura (ORF) de 

L 1 y al principio del ORF de E6 (Figura 4). 
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Figura 4. Estructura del Genoma viral. Se muestra un esquema del genoma viral en 
estado episomal donde se señal~n los marcos de lectura que conforman el genoma viral, 
genes de expresión temprana y genes de expresión tardía. Además se señala la región 
que se conserva en tejidos con cáncer y líneas celulares; la región de ruptura durante la 
integración al genoma celular y la región que no se expresa después de la integración. 

La regulación de la expresión del genoma viral es compleja y está 

controlada tanto por factores de transcripción virales como celulares. La mayor 

parte de esta regulación ocurre dentro de la región LCR. La proteina E1 se une a 

sitios específicos del DNA, interact(la con la DNA polimerasa alfa, posee actividad 

de helicasa dependiente de ATP, interact(la con la proteína E2 e interviene en la 

replicación del virus. 

Por su parte la proteína E2 act(la como factor de transcripción afectando la 

expresión de los genes E6 y E7 (Bauvard et al., 1994). 

Aunque la participación de la proteína E4 en el ciclo de vida del HPV no 

está clara, se sabe que no es requerida para la transformación · ni para la 
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persistencia episomal del DNA del virus, pero desestabiliza estructuras de 

citoqueratinas. 

La proteína E5 posee actividad transformante, expresándose en infecciones 

productivas, aunque el marco de lectura que codifica para esta proteína 

frecuentemente se encuentra suprimido en las células de cáncer de cérvix, lo que 

sugiere la ausencia de función de este gen en el mantenimiento del fenotipo 

maligno de las células cancerígenas (Crusius et al., 1997). 

Los principales genes transformantes de HPV los cons~ituyen E6 y E7. 

Estudios moleculares han demostrado que las proteínas E6 y E7 son capaces de 

inmortalizar queratinocitos humanos in vitro y probablemente están involucradas 

en la transformación maligna del epitelio cervical interactuando fuertemente con 

proteínas reguladoras del ciclo celular, como son p53 y pRb (Dyson N., et al.,1989; 

Werness B. A.,·et al, 1990). La expresión continua de E6 y E7.es necesaria para 

mantener la proliferación y el carácter anti-apoptótico de las células derivadas de 

cáncer cervical (Francis et al., 2000). 

Por otro lado, las proteínas L 1 y L2 son los constituyentes de la cápside 

viral, la proteína L 1 es la más abundante y forma aproximadamente el 80% del 

total de la cápside viral mientras que la proteína L2 forma el resto. 

E6 

La proteína E6 es un polipéptido pequeño que contiene aproximadamente 

150 aminoácidos, dependiendo del tipo de HPV del que provenga, con un peso 

. molecular aproximado de 18 Kda. Las proteínas E6 de diferentes tipos de HPVs 

muestran homología moderada entre aminoácidos. La característica común de la 

mayoría de estas proteínas es la presencia de cuatro dominios de. Cys-X-X-Cys 
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que son capaces de unir zinc (Figura 5) (Barbosa et al., 1989; Grossman y 

Laimins, 1989; Kanda et al., 1991). Estos dominios son importantes pues están 

implicados en la activación transcripcional, transformación, inmortalización y 

asociación con proteínas celulares (Chen et al., 1995a; Dalal et al., 1996). Las 

proteínas E6 de los HPVs de alto riesgo tienen un dominio de unión llamado PDZ 

que es importante para la asociación con otras proteínas que cuentan con este 

tipo de dominio ($ongyang Z et al 1997). 

P53 P53 

¡ 
fKD NEK 

A L L R 
F F H R 
E r R t''' 
F V L ~ 

SPLICING -------.. V Y K rV K 
-----,--,.-E R -E 1 

T D A A 
L S P G 
E I N H 
L ~ L Y 
V H P R 
T A K G 
K A Q Q 
e e e e 
VZnH RZnH 
V K L S 
e e e e 
T 1 -+R C 
1 D r I N 

hDlg 
(PDZ) 

MARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIE /•YSRIRELR//YSDSVYGDT/.EKL TNTGL YNLL RARQE~LQRRRETQV 

Figura 5. Secuencia y dominios de unión a proteínas, de la proteína E6. Se utilizó una 
sola letra para designar los aminoácidos. La secuencia está arreglada en base a la 
configuración de los dedos de zinc. Los residuos de cisteina que forman los dedos de zinc 
(CXXC) están en negritas. Cambios presentes a nivel de nuicleótido en algunas 
secuencias de E6 se señalan en letra clara en el aminoácido codificado por el codón 
donde hubo tal cambio. Aminoácidos subrayados y con un asterisco ejemplifican cambios 
encontrados a nivel del codón que codifica para tal aminoácido en otras secuencias de 
E6. En los casos en los que cambios encontrados a nivel de codones dan origen a un· 
aminoácido diferente se señalan con el símbolo de ambos aminoácidos. Las flechas 
indican el sitio de splicing de la proteína E6, inicio y término para dar origen a la proteína 
E6*. Finalmente se señalan los sitios de unión· de la proteína E6 con algunas de sus 
proteínas blanco como p53 y hDLG. 
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En cuanto a la interacción con proteínas, E6 puede unirse con la proteína 

celular p53 a través de la proteína E6AP que funciona como ubuquitín ligasa 

conduciendo a su degradación por ubiquitinación (Huibregtse et al., 1991: 

Scheffner et al., 1993), lo que da como resultado la pérdida de un punto de control 

en la fase G1 y resistencia a la apoptosis mediada por p53, viéndose afectados 

genes blanco de p53, tal es el caso del gen bax (Lechnert y Laimins, 1994). 

Se ha visto que E6 interactúa con múltiples proteínas celulares que incluyen: 

E6BP (también referida como ERCSS) una proteína de posible unión a calcio 

(Chen et al., 1995); paxilina, una proteína involucrada en procesos de adhesión 

celular, relacionada con la transducción de señales de la membrana plasmática al 

citoesqueleto de actina (Tong y Howley et al., 1997); clatrina, un adaptador del 

complejo Ap-1, homologo de la proteína supresora de tumores de discos grandes 

de la Drosophila (hDlgJ (Gardiol et al., 1999); además la. proteína proapoptótica 

Bak, receptor 1 del factor de necrosis tumoral y las proteínas reparadoras del DNA 

MGMT y XRCC1 (Filippova et al., 2002; lftner et al., 2002) entre otras (Mantovani y 

Banks, 2001; Rapp y Chen, 1998) (Tabla 2). 

Se ha demostrado que la proteína hDlg resulta esencial como un regulador de las 

uniones intercelulares y se clasifica como un potente supresor de tumores en 

eucariontes superiores. El gen hDIG humano se expresa en células epiteliales en 

los sitios de contacto célula-célula y actúa como un regulador negativo de la 

proliferación celular. Se ha demostrado que el gen E6 de HPV18 se une más 

fuertemente a hDIG, promoviendo su degradación, que E6 de HPV16 (Gardiol, 

1999). 
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Tabla 2 .. Proteínas con las que interactúa E6 

1.- ASOCIACION A TIPOS DEE6 FUNCION DE LA 
PROTEÍNAS PROTEÍNA BLANCO 

E6-AP HPVs de alto riesgo v BPVI Ubiquitín ligasa 
E6-BP HPVs de alto riesgo y BPVI Proteína de unión a calcio 
Paxilina HPV16 y BPVI Proteína de adhesión focal 
AP-1 BPVI Adaptador de claritina (trans-

Golgi) 
Tuberina HPV16 Supuesto supresor de tumor 
IRF-3 HPV16 Interferón regulatory factor-3 
CBP/p300 HPV16 y BPVI Coactivador transcripcional 
PKN HPV16 Serina/Treonin cinasa 
Tyk2 HPVI8 Tirosin cinasa 
Zyxin HPV6 Proteína de adhesión focal 
TNFRI HPVI6 Receptor I del Factor de 

Necrosis Tumoral 
Fibulin-1 HPV s de alto riesgo HPV Proteína de Matriz 

extracelular 
XRCCI HPVI, 8, 16 Reparador de una sola cadena 

deDNA. 
2.- PROTEINAS QUE 

DEGRADA 
P53 HPVs de alto riesgo Supresor de Tumor 
Myc HPV16 Oncoproteína 
Bak HPV18 y HPVs cutáneos Proteína proapoptótica 
hMCM7 HPV s de bajo y alto riesgo 
E6TPI HPV s de alto riesgo 
hDlg HPVs de alto riesgo Supresor de Tumor 
MUPPI HPV18 Adaptador en señalización? 
hScrib HPV16 Supresor de Tumor 
Gps2/AMF-l HPVs de bai'O v alto riesgo Factor de Transcripción 
MAGis HPVs de alto riesgo Relacionado a Dlg 
MGMT HPVs de alto riesgo Proteína de reparación del 

DNA 
hADA3 HPV s de alto riesgo Coactivador transcripcional 
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Alteraciones del ciclo celular inducidas por E6 

La progresión del ciclo celular eucariótico es estimulado por complejos de 

proteinas cinasas, cada uno de los cuales consiste de una ciclina y una cinasa 

dependiente de ciclina (COK) (Stewart et al., 2003). La actividad de !as COKs está 

regulada por ciclinas, inhibidores de COK y fosforilación (Sherr y Roberts, 1999). 

La progresión del ciclo celular es regulada en puntos de supervisión que 

representan puntos de control dentro del ciclo celular que aumentan la eficacia de 

reparación del ONA (Paulovich et al., 1997). Los defectos en la función de estos 

puntos contribuyen a la inestabilidad genética observada en el cáncer (Hartwell y 

Kastan, 1994). 

La proteína E6 interrumpe estos puntos de control del ciclo celular (Figura ·6); lo 

que contribuye a la inestabilidad observada en células que expresan esta proteína 

viral (Renznikoff et al., 1994; White et al., 1994; Xiong et al., 1996). La forma en 

la cual E6 realiza estas alteraciones es por interacción con. proteínas que reparan 

el ONA o por duplicación de centrosomas de la división del ciclo celular (Ouensing 

et al., 2000, 2001a,b; lfner et al., 2002). 
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Figura 6. Interrupción de puntos de regulación del ciclo celular por E6. Bajo condiciones 
de estrés, p53, proteína importante para la inducción de arresto en G1 y transición G2/M, 
es activada. Por lo tanto la degradación de p53 por E6 interrumpe el arresto en G1 
afectando también el punto de control G2/M. 

E6 tiene la capacidad de interactuar con p53 (regulador del daño al DNA) 

promoviendo su degradación impidiendo que el daño en el DNA sea reparado. 

Entre otras posibles asociaciones de HPV con los procesos de proliferación celular 

se encuentran las interacciones de la oncoproteína E6 con las proteínas, c-myc 

(Veldman T. et al., 2003) y proteinas guanilato k_inasa asociadas a membrana 

(MAGUK) incluyendo Dlg. La familia de proteinas myc son un grupo de factores de 

transcripción estructuralmente relacionados, involucrados en una gran variedad de 

procesos de regulación celular. El encogen c-myc ha sido implicado en el control 

de la proliferación celular normal y apoptosis. Estudios recientes muestran que la 
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expresión celular de E6 de HPV16 estimula la degradación de la proteína c-myc in 

vitro, aunque también se ha visto que E6 puede activar la transcripción de esta 

(Gross-Mesilaty et al., 1998). Las proteínas MAGUKs son localizadas en regiones 

de contacto célula-célula. Se ha demostrado que E6 también degrada a la proteína 

DLg, esencial para la regulación de ciclo celular y polaridad en Drosófila, aunque 

también se ha visto que esta proteína tiene como función estabilizar en la 

membrana a la proteína PTEN, un inhibidor de la ruta de AKT responsable de la 

activación de NFkB proteína relacionada con proliferación celular. 

Modulación de apoptosis por E6 

La apoptosis es un proceso de muerte celular que elimina aquellas células 

ineficientes o con alteraciones en su DNA que no pueden ser reparadas. La 

apoptosis inapropiada puede causar enfermedades degenerativas y la falla de una 

apoptosis apropiada contribuye a enfermedades como el cáncer. Se sabe que hay 

proteínas virales que pueden modular la apoptosis, tal es el caso de la proteína E6 

cuya actividad antiapoptótica se le atribuye en parte a su capacidad para degradar 

proteínas involucradas en el proceso apoptótico, como p53, c-Myc, FADO y Bak, a 

través de la ruta proteosómica (Figura 7). 
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Figura 7. Regulación de apoptosis por E6. Se han propuesto múltiples niveles de 
regulación de apoptosis por E6. E6 se une a TNFR o puede reducir la superficie de 
expresión de Fas para inhibir el estado inicial de apoptosis o se puede presentar una 
disminución de la regulación de Bak/p53 y una regulación aumentada de Bcl-2 
contribuyendo a la función antiapoptótica de E6. 

E6*1, un producto del procesamiento de E6 

Los HPVs difieren marcadamente en los patrones de transcripción de los 

genes de la .región temprana tal es el caso de E6 (Smotkin et al., 1989). Los 

patrones de transcripción de E6 de los HPVs de alto riesgo dan lugar a diversas 

alternativas de procesamiento, las cuales generan un patrón complejo de RNAs 

(Czeglédy et al., 1994). La regulación de este procesamiento aún no se 

comprende bien, pero en la mayoría de los casos se relaciona tanto con el sitio 

donador, cuya posición es aproximadamente en el nucleótido 233 del · marco de 
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lectura de E6, y una serie de receptores de ajuste hacia abajo del marco de 

lectura. Entre los polipéptídos codificados por tales transcritos se encuentran 

cuatro proteínas truncadas de E6, llamadas E6* 1-IV (Figura 8) . 
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Figura 8. Procesamiento del gen E6 de HPV18. El gen E6 de HPV18 sufre un 
procesamiento alternativo produciendo proteínas más pequeñas conocidas como E6* 1-4. 

Aparentemente, la proteína E6*1 traducida in vitro es inestable, lo que 

explicaría los bajos niveles de la misma observados en líneas celulares (Pim et al., 

1997). La traducción in vitro de E6*1 puede inhiblr la degradación de p53 por E6 

dependiente de ubiquitina (Pim et al., 1997). En células que carecen de p53 se 

observó que la coexpresión de E6*1 con p53 en presencia de E6, resulta en la 

inhibición de la degradación de p53 por E6 (Pim D y Banks L, 1999). 

Se sugiere que E6*1 es capaz de unirse a E6 y a E6-AP, pero no a p53 

dado que pierde los sitios de unión a la misma (Thomas et al., 1999) (Figura 9). 

Sin embargo, el análisis mutacional de E6*1 ha mostrado que la actividad 
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antiproliferativa de esta proteina se correlaciona principalmente con la habilidad de 

interactuar con E6, más que con E6-AP (Pim y Banks et al., 1999). Esto sugiere 

que una de las funciones de E6*1 es modular la degradación de p53 durante la 

replicación viral. La expresión ectópica de E6*1 tiene un efecto antiproliferativo en 

lineas celulares derivadas de tumores cervicales (Pim D y Banks L. 1999, y Pim D, 

Massimi P y Banks, 1997} seguramente debido a la protección de p53. 

MARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVLELTEVPAVP 
ETVESSRKT* 

Figura 9. Secuencia de la proteína E6*1. Se utilizó una sola letra para designar los 
aminoácidos. En negritas se señala el dominio de zinc (CXXC) conservado. La secuencia 
subrayada indica los aminoácidos modificados en E6*1 después del splicing debido a un 
cambio en el marco de lectura. El asterisco indica un codón de paro en la secuencia. Se 
señala el dominio de unión a E6 conservado en E6*1. 

VARIANTES DE HPV 

Actualmente se conocen más de 200 tipos de HPVs identificados de 

acuerdo a su homología en su secuencia nucleotídica la cual varía en un 10% de 

cualquier otro tipo conocido. 

Las variantes se definen como aquellos aislados de HPV que varían en 

menos del 2% con respecto al tipo viral de referencia en regiones conservadas del 

genoma, como E6, E7, L 1 y L2 (Bernard et al., 1994). 

Aunque se sabe que el HPV, tiene un papel crucial como agente etiológico 

del cáncer cérvico-uterino, sólo una pequeña proporción de las lesiones cervicales 

infectadas con el virus de alto riesgo avanzan a cáncer, lo cual indica la presencia 
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de factores adicionales. Un factor viral muy importante podría ser la variación 

intratipo. 

Ciertas evidencias epidemiológicas sugieren que las variaciones genéticas 

en HPV pueden estar involucradas en el desarrollo de infecciones persistentes o 

en un mayor riesgo al desarrollo de cáncer de cérvix (Xi et al., 1997; Zehbe et al, 

1998). 

Algunos de los cambios en aminoácidos de ciertas proteínas de los HPVs 

podrían afectar dominios antigénicos funcionales, lo que a su vez, al cambiar 

propiedades biológicas e inmunológicas, daría diferencias en comportamiento y 

patogenicidad de ciertas variantes de HPVs de alto riesgo (Ellis et al., 1995, Hecht 

el al., 1995; Stoppler et al., 1996). 

La diversidad intra-tipo de HPV-18 guarda muchas similitudes con HPV-16. 

Actualmente se han detectado 3 ramas filogenéticas principales para HPV-18 

(Europea, Africana y Asiática/Amerindia; Ong et al., 1993) (Figura 10). 
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Figura 1 O. Clasificación filogenética de HPV 18. Se muestra la clasificación de las 

variantes de E6 de HPV18 de la población mexicana. La variante de referencia se ha 

ubicado en la rama Asiático-Amerindia, variante 1 en la rama Europea y la variante 2, 

ubicada a la rama Africana (Ong et al., 1993). 

ANTECEDENTES 

Dentro de los tipos de HPV de alto riesgo, HPV18 es de particular 

importancia puesto que se ha observado que este virus se asocia preferentemente 

con los tumores más agresivos y menos diferenciados (Arends et al; 1993). La 

presencia de HPV18 se correlaciona con una mayor posibilidad de recurrencia 

tumoral y de metástasis a nódulos linfáticos. Sin embargo, a pesar de su 

natural.eza agresiva, en algunas ocasiones HPV 18 se asocia con un fenotipo 
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diferente, característico de las infecciones con tipos de HPV de bajo riesgo 

(Mclachlin et al; 1994). 

Hecht et al., (1995) reportaron un subtipo de HPV18 encontrado en más del 

40% de las muestras con LIE (lesión intraepitelial cervical), pero no entre los casos 

de cáncer por lo que las consideró como muestras con una oncogenicidad 

disminuida. Posteriormente Lizano et al., en 1997 reportaron variantes de HPV18 

encontradas en la población mexicana donde se presentó una aparente asociación 

entre un aislado de HPV18 (variante Africana-Af}, y el carcinoma de células 

escamosas, en contraste con la clona de referencia (Variante Asiático amerindia

As-Ai) asociada con otros tipos histológicos como adenocarcinoma, carcinoma 

adenoescamoso y de células pequeñas (considerado el más agresivo). Esta 

asociación sugiere que el aislado de la variante Africana puede presentar un 

comportamiento menos agresivo, puesto que los carcinomas escamosos tienen un 

mejor pronóstico que los otros grupos de tumores estudiados. 

Con el propósito de evaluar si existen diferencias funcionales entre las 

variantes de HPV18 encontradas en la población mexicana (Asiático-Amerindia, 

Europea y Africana), en un trabajo previo en nuestro grupo, se clonaron y 

secuenciaron los genes E6, E7, E2 y LCR de los diferentes aislados. Las 

secuencias mostraron cambios importantes que pudieran representar regiones 

críticas en las funciones de los genes E6, E2 y LCR. En la var 2 de E6 se 

encontraron 1 O cambios a nivel de nucleótidos con respecto a la clona de 

referencia a diferencia de la var 1 donde sólo 3 cambios estuvieron presentes, 

mismos que estuvieron incluidos en la variante 2. De los diez cambios presentes, 

dos afectaron la secuencia de aminoácidos de la variante 2. El primer cambio se 



27 

presentó en el nucleótido 342, una citosina por una timina, provocando que el 

aminoácido 80, aminoácido cargado positivamente (Histidina-H), en la variante 2 

sea un aminoácido aromático sin carga (Tirosina-Y). El segundo cambio ocurrido 

en el nucleótido 491, una citosina por una adenina, que repercute en el cambio 

del aminoácido 129, un aminoácido polar sin carga (Asparagina-N) por uno 

cargado positivamente (Lisina-K) (Tabla 3). El gen E7 · mostró menos cambios, 

reafirmando que es un gen más conservado. A su vez, la secuencia del gen E2 de. 

la variante 2 mostró que esta variante es similar a la reportada por Hecht y col 

(1995), en cuyo trabajo propone que se trata de una variante con un menor riesgo 

oncogénico. 

Tabla 3. Cambios observados tanto a nivel de nucleótidos como a nivel de 

proteínas entre los aislados de HPV18 encontrados en la población mexicana. 

Posición E6As-Ai E6E E6Af Posición E6As-Ai E6E E6Af 

251 T -- e 49 Fenilalanina-F - * 
266 G - A 54 Valina-V -- * 
287 e G G 61 Prolina-P * * 
317 T - e 71 Fenilalanina-F -- * 
342 e -- T 80 Histidina-H - Tirosina-Y 
374 G - A 90 leucina-l - * 
485 T e e 127 Fenilalanina-F * * 
491 e -- A 129 Asparagina-N - Lisina-K 
548 A -- G 148 Glutamato-E -- * 
549 e A A 149 Arainina-R * * 

Grado de Oncogenicidad Grado de Oncogenicidad 
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Por otra parte, se analizó la distribución de los distintos aislados de HPV18 

en lesiones positivas a este tipo viral y que conforman la historia natural del cáncer 

de cérvix, es decir, epitelio normal de cérvix, lesiones de bajo y alto grado y cáncer 

invasor. Se observó que la variante 2 predomina en lesiones de bajo y alto grado, 

donde no se encontró ninguna variante 1; mientras que la variante 1 predomina en 

cáncer invasor, en donde var-2 es poco frecuente. Esto reforza la hipótesis de que 

las lesiones positivas a la variante 2 pudieran presentar un mejor pronóstico que 

las que contienen a var-1 o la clona de referencia (Lizano et aL, aceptado para 

publicación). Asimismo, se analizó la expresión de los genes E6 transfectados en 

la línea celular MCF7 (provenientes de cáncer de mama) y el patrón de 

transcripción observado fue diferente en las distintas clonas celulares. Las células 

con el gen E6 Asiático-Amerindio y Europeo presentaron al transcrito E6 completo 

y el producto de procesamiento E6*1 en una proporción semejante. Mientras que 

en aquellas células con el aislado Africano de E6, se transcribe principalmente 

E6*1 y una cantidad muy inferior del transcrito E6 completo (Figura 11). Además, 

el análisis preliminar de los patrones de transcripción de tumores positivos a 

HPV18, mostró un enriquecimiento preferencial de E6*1 en los tumores que 

contenían la variante 2. 
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Figura 11. Niveles de expresión del gen E6 de variantes de HPV18 en células MCF-7 
transfectadas. (E6wtder, E6wtizq son clonas transfectadas con el gen E6 de referencia; 
E6var2c3 y E6var2c7, son dos clonas celulares transfectadas con E6 variante 2 y 
E6var1 E2 y E6var1 g2 son 2 clonas celulares trnsfectadas con E6 variante 1 ). Las células 
transfectadas con el gen E6 de referencia presentan mayores niveles del transcrito E6 al 
igual que E6 variante 1 y las células transfectadas con E6 variante 2 que presentan 
mayores niveles del transcrito· E6*. En lbs carriles 10 y 12 se muestran los controles del 
ensayo. 

Tomando en cuenta que la proteína E6 es muy importante en el control del 

ciclo celu lar y que su expresión es diferencial en los aislados de HPV18, en este 

trabajo se pretende determinar de qué manera dicha expresión diferencial de E6 

de los distintos asilados de HPV, afecta algunas proteínas que regulan el ciclo 

celular, y de que manera esto afecta el proceso de proliferación celular. 
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HIPÓTESIS: 

Los cambios en las proteínas E6 de las variantes de HPV18 tienen un 

efecto diferencial en la degradación de algunas proteínas blanco lo que repercute 

en la proliferación celular. 

OBJETIVO GENERAL: 

Determinar si las proteínas E6, de variantes de HPV18. (E, Af y As-Ai), 

actúan de manera diferencial en la degradación de proteínas blanco en las líneas 

celulares MCF7 y C33A así como determinar de que manera se afecta el proceso 

proliferativo. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.- En células C33A (con p53 mutado) y MCF7 (p53 wt), determinar el efecto de 

las proteínas E6s variantes de HPV18 encontradas en · la población mexicana, 

sobre la degradación de la proteína celular p53. 

2.- Determinar el efecto de las variantes de la proteína E6 sobre los niveles de la 

proteína Bax en las células C33A y MCF7, como un efecto de E6 sobre p53. 

3.- Determinar si las variantes de E6 de HPV18 afectan diferencialmente la 

proliferación celular, de manera dependiente o independiente de la proteína p53. 

4.- Determinar de que manera afectan las variantes de E6 de HPV18 los niveles 

de la proteína hDLG en _células C33A y en MCF-7. 
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MATERIAL Y METODOS 

Cultivo celular. 

Las líneas celulares MCF-7 y C33A (cáncer de mama y de cérvix, 

respectivamente) silvestres y transfectadas con los genes E6 de HPV18 de 

aislados encontrados en la población mexicana (E, Af y As-Ai), se cultivaron en 

medio de cultivo DMEM (GIBCO, BRL, Gaithersburg, MD, USA), suplementado 

con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO, BRL, Gaithersburg, MD, USA), se 

mantuvieron en una atmósfera húmeda al 5% de C02 y a una temperatura de 

37ºC. La línea celular MCF-7 contiene al gen p53 en su estado normal, mientras 

que la línea celular C33A, contiene una forma mutada de p53. 

Ensayos de PCR 

El DNA de las líneas celulares transfectadas fue aislado por el método de fenal

cloroformo (Maniatis et al., 1989). Posteriormente, se procedió a la amplificación 

del gen E6 mediante la técnica de PCR, para lo cual se utilizó un par de 

oligonucléotidos específicos para E6. Los productos de E6 obtenidos por PCR 

fueron purificados y sometidos a secuenciación automática (ABI Prism 3100 

Genetic Analyzer). 

Los oligonucleótidos empleados fueron: 

E65' HPV18 BamHI 

5'- GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GM GAT CCA ACA-3' 

E63'HPV18 Hindlll 

5'-GGG MG CTT TTA TAC TTG TGT TTC TCT GCG TCG-3' 
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La mezcla de reacción para PCR se realizó adicionando 10 µI de DNA, 2 µI 

de buffer 1 OX, 2µ1 de dNTPs (2µM), 1.6µ1 de MgCl2 (2mM), 0.2 µI de los primers 

(50pM), 0.13 µI de la enzima Taq polimerasa y 3.87µ1 de Agua, llevando a cabo la 

desnauralización a 94ºC por 10 min 1 ciclo; la alineación y la amplificación a 

94ºC por 1 min, 59ºC un minuto y 72 ºC por 7 min por 38 ciclos, y finalmente a 

72ºC por 7 min para el consumo final de los reactivos de la reacción. Los 

productos de PCR así obtenidos se purificaron mediante High Pure PCR Product 

Purification Kit (Roche). 

Ensayos de RT-PCR 

Se corroboró la expresión de E6 en las clonas celulares mediante ensayos 

de RT-PCR, para lo cual se extrajo el RNA mediante el método de Trizol 

(lnvitrogene). La monocapa celular se lavó 3 veces con PBS en frío. 

Posteriormente, se adicionó trizol y las células se cosecharon por raspado, con 

ayuda de un gendarme. Después de obtener las células se realizó la extracción de 

RNA según el protocolo descrito (lnvitrogene). A partir del RNA obtenido se 

sintetizó su cadena complementaria (cDNA) utilizando una transcriptasa reversa 

(Super Script II RT) y finalmente se amplificó la doble cadena por· PCR utilizando 

los oligonucleótidos específicos para E6 (Super Script First-Strand). 

Obten·ción de proteínas celulares 

Las células se dejaron crecer hasta llegar a un 90 ó 95% de confluencia, 

luego fueron lavadas 3 .veces con PBS y posteriormente se cosecharon por 

tripsinización. Las células que · se levantaron fueron centrifugadas durante 1 O 
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minutos a 2000 rpm. El pellet celular obtenido se resuspendió en 300-500 µI de la 

solución de lisis RIPA (Tris-HCI pH=7.4, 50 mM; NaCI 150 mM; NP-40 1%; 

Desoxicolato de sodio 0.5 %; SOS 0.1%) adicionando 10 % de inhibidores de 

proteasas (AEBSF; lnhibidores de serín proteasas, Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin 

A, E-64, Bestatin). Las células se rompieron por homogeinización con una aguja 

calibre 27G. El homogenado celular se centrifugó durante 10 minutos a 12, 000 

rpm a 4° C. el sobrenadante se recuperó y se cuantificó la concentración de 

proteínas por medio de la reacción del ácido bicinconílico/ sulfato de cobre 

(SIGMA). 

Cuantificación de proteína (Acido Bicinconílico) 

La cuantificación de proteína fue determinada por el método de Ácido 

Bicinconílico, que se basa en la reducción del Óxido cúprico por las proteínas 

presentes en las muestras. Se montó la curva de albúmina (O, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 

12.5 y 15.0, µg de proteína) (SIGMA, ST Louis, MD, USA). 

Se emplearon 2 µI de cada muestra adicionando 13 µI de RIPA y 300 µI de 

solución de ácido bicinconílico y sulfato de cobre (100:2). Las muestras se 

incubaron por 5 min a 90 ºC, para acelerar la reacción, y se dejaron atemperar 

para posteriormente determinar su densidad óptica (DO) a 570 nm. 

Separación de proteínas y ensayo de Western Blot 

Las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida-SDS a una 

concentración de 1 O al 18%, dependiendo de la proteína de interés. Para realizar 

esto, las proteínas fueron desnaturalizadas -por calor (ebullición) durante 10 
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minutos, adicionando buffer de carga (Buffer 2X-2 mL: Tris 2M pH=6.8, Glicerol 

400 µL, SDS 25%, Azul de Bromofenol 0.1% 40 µL, agua 915 µL y P-mercapto 

200µL). Una vez separadas las proteínas, se transfirieron a una membrana de 

nylon-nitrocelulosa (Hybond-C Amersham, LIFE Science, Chalfont, 

Buckinghamshire, England) en una cámara de transferencia húmeda utilizando 

buffer de transferencia (Tris base 25 mM 3.79 g y Glicina 192 mM 18 g, Aforar a 

1 L y adicionar 250 mL de metanol) a 250 mA por 60 min. Después de la 

transferencia la membrana se bloqueó con solución al 10 % de Leche descremada 

en TBS ( Tris 0.2 M, pH=5 y NaCI 0.5 M) por 2 h a temperatura ambiente, para 

evitar que el anticuerpo primario se una inespecíficamente a toda la membrana. 

Se emplearon anticuerpos mono- y policlonales para identificar a las proteínas de 

interés. La membrana con el anticuerpo primario se incubó toda la noche y 

posteriormente se lavó con una solución TBS-Tween 20. Una vez lavada la 

membrana se incubó con el anticuerpo secundario durante 2 horas y finalmente se 

lavó con la solución TBS-Tween 20 por 1.30 h. Los niveles de las protelnas p53, 

Bax y hDlg, se determinaron eón los anticuerpos respectivos. Los anticuerpos se 

diluyeron 1:1500 en solución de bloqueo, tanto los anticuerpos primarios como el 

secundario, con excepción del anticuerpo primario para hDIG, que se utilizó a una 

dilución 1 :500. Finalmente, los Western Blots se revelaron por medio de la 

reacción de peroxidasa, (ECL TM Western Blotting Detection Reagents- Amersham 

Biosciences) y se expusieron en Hyperfilm (Amersham Biosciences). 
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Proliferación celular por el método de viabilidad cristal violeta 

Se realizaron curvas de viabilidad empleando distintas cantidades de 

células MCF-7 y C33A en placas de 96 pozos para determinar su índice 

replicativo. Estos ensayos se realizaron por 24, 48 y 72 h, cambiándoles el medio 

de cultivo cada 24 hrs. En base a estas curvas de referencia se realizaron los 

ensayos de proliferación en las células transfectadas con las variantes de E6 o 

transfectadas con el vector pCDNA. 

En cada uno de los distintos tiempos estandarizados, la monocapa celular se lavó 

con PBS. Posteriormente, las células se fijaron con 50 µI de una solución de 

glutaraldehido al 1.1 o/o de medio de cultivo y 2.5% de suero de ternera, durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Después fueron lavadas con PBS y se tiñeron 

con 100 µI del colorante.cristal violeta al 0.1% en PBS por 15 minen agitación. 

Pasado el tiempo de incubación se retiró el colorante y la monocapa de células se 

lavó varias veces con agua corriente, posteriormente el colorante fue eluído 

adicionando 100 µI de una solución de ácido acético al 10% por 5 min en agitación 

y finalmente se determinó la DO a 570 nm en un Lector de Elisa (Labsystems 

Multiskan MS). 

Los resultados obtenidos en este ensayo fueron examinados mediante ·el análisis 

estadístico Anova. 

Proliferación celular por el método Citometría de flujo 

Estos ensayos se llevaron a cabo sembrando 400 000 células por pozo en 

cajas de 6 pozos para cada línea celular a analizar y sus respectivos controles 

(células sin transfectar o células transfectadas con el vector pcDNA). Previo al 
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experimento las células fueron sincronizadas por deprivación de suero por 24 h. 

Las células se crecieron por 24, 48, y 72 h cambiando diariamente el medio de 

cultivo. Una vez cumplido el tiempo de incubación las células fueron cosechadas 

con tripsina al 1 % y colocadas en tubos respectivamente etiquetados. Las células 

cosechadas fueron tratadas con yoduro de propidio. Posteriormente el DNA 

marcado se analizó utilizando el citofluorómeto modelo FACS calibur (Beckton 

Dickinson, San José , CA). Los valore~ fueron an~lizados por medio del programa 

Cell Quest. Y el resultado fue mostrado como el porcentaje de células en fase "S". 

Los resultados obtenidos en este ensayo fueron analizados mediante el análisis 

estadístico t student. 
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RESULTADOS 

Dado que nuestro interés radica en la caracterización del papel de las 

variantes de E6 en el proceso de proliferación celular, de manera dependiente o 

independiente de p53, este trabajo fue llevado a cabo en dos líneas celulares, 

ambas negativas a secuencias de HPV. La línea celular MCF-7 que contiene al 

gen p53 en su estado normal, mientras que la línea celular C33A que contiene una 

forma inactiva de este por estar mutada en el dominio de unión al DNA 

(Aminoácido 273) (J.F. Charlot, et al., 2004),. 

Las dos líneas celulares que se utilizaron se encontraban transfectadas con 

el gen E6 de las variantes de HPV18 (Af y E), la clona AsAi y el vector pcDNA 

sólo. La presencia de dichos genes en las células fue constatada a nivel molecular 

mediante la amplificación, por PCR, de E6 y posterior secuenciación. Los niveles 

de expresión del gen E6 de las variantes empleadas se corroboraron· por ensayos 

de RT-PCR. En estos ensayos se confirmó la expresión diferencial de los 

transcritos de las variantes de E6 de HPV18. Las células con el gen E6 de 

referencia y las que tienen E6 E presentan una proporción equivalente del gen E6 

completo como del producto de procesamiento E6*1. Por su parte, en las células 

con E6 Af aun cuando el transcrito de E6 completo está presente, resulta una 

minarla en contraste con E6*1, que ocupa la mayor proporción. Estos resultados 

concuerdan con lo previamente reportado por De la Cruz et al. (2005). 
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1.- Las variantes de E6 degradan diferencialmente a la proteína p53 en las 

células MCF-7. 

E6 es la oncoproteína viral a la cual se le han atribuido propiedades 

transformantes ya que se ha visto que puede inmortalizar queratinocitos humanos 

e interactuar con una serie de proteínas que tienen que ver con procesos 

importantes como proliferación y apoptosis celular. 

p53 controla la proliferación celular e induce apoptosis. La apoptosis es 

crucial para la destrucción de tumores. La actividad inhibitoria de crecimiento 

previene la proliferación de las células con DNA dañado o con un potencial de 

transformación neoplásico. P53, que contribuye en procesos celulares como 

diferenciación, reparación del DNA y angiogénesis, resulta vital para la supresión 

de tumores (Unger T. 1999). P53 sirve como un obstructor principal para 

tumorigénesis. Debido a todas estas características, p53 tiene un papel 

fundamental en el control del ciclo celular, su eliminación por el HPV, permite el 

desarrollo de tumor. 

Como se observa en la Figura 12, las células MCF-7 transfectadas con los 

genes E6 As-Ai y E. (con mayores niveles del transcrito E6 completo que los que 

presenta la clona con E6 Af), presentan menores niveles de la proteína p53, con 

respecto a las células transfectadas con E6 Af. Dado que los niveles de actina son 

los mismos para todas las proteínas analizadas en este ensayo, consideramos 

que estos resultados se deben a que las clonas con E6 AsAi y E presentan mayor 

degradación de p53 que las que tienen E6 Af. 
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Figura 12. Expresión diferencial de la proteína p53 en las células MCF-7 y MCF-7 
transfectadas con las variantes de E6. Se analizó la expresión de la proteína p53 en las 
células MCF-7, carril 1; MCF-7 pcDNA, carril 2 y MCF-7 transfectadas con las variantes 
de E6 (E6-Af, carril 3; E6-E, carril 4 y E6-AsAi carril 5). 

2.- Las variantes de E6 de HPV18 afectan diferencialmente los niveles de la 

proteína Bax en las células MCF-7. 

La proteína-Bax tiene un papel muy importante en apoptosis celular ya que 

participa junto con otras proteínas a nivel mitocondrial en la liberación de 

citocromo C. Dado que Bax es una p·roteína blanco de activación transcripcional 

de p53 nos interesó determinar como afectan la disminución diferencial de los 

niveles de p53 por las distintas variantes de E6, los niveles de Bax. 

En los ensayos de Western Blot con anticuerpos dirigidos contra Bax, se encontró 

que las células trahsfectadas con E6 As-Ai y E, presentaron menores niveles de la 

proteína Bax, que las células transfectadas con E6 Af. Estos niveles de Bax en As

Ai y E, concuerdan con los bajos niveles de p53 observados para las mismas 

clonas celulares. Mientras que las células transfectadas con E6 Af presentaron 

niveles semejantes de Bax, que las células sin transfectar o transfectadas con el 
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vector vacío, lo que a su vez concuerda con los altos niveles de p53 en estas 

clonas celulares (Figura 13). 
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Figura 13. Niveles de la proteína Bax observados en las células MCF-7 y MCF-7 
transfectadas con las variantes de E6. Se muestran los niveles de la proteína Bax 
obtenidos por Western Blot de las células MCF-7, carril 1; MCF-7 transfectadas con el 
vector vacío, carril 2 y MCF-7 transfectadas con E6 As-Ai, E6E y E6 Af carriles 3, 4 y 5 
respectivamente. 

3.- Determinación del número de células para llevar a cabo los ensayos de 

proliferación celular en células C33A y MCF-7. 

Se sabe que E6, por su capacidad de degradar a p53 entre otros blancos, 

tiene un papel crucial tanto en apoptosis como en el ciclo celular, promoviendo 

una proliferación descontrolada. Nuestro interés entonces fue analizar la 

consecuencia- de los cambios en E6, en el proceso proliferativo. 

Para cada una de las líneas celulares utilizadas en este estudio, nosotros 

detenninamos su índice de proliferación. Se ha detenninado que las líneas 

celulares tienen índices proliferativos propios, de ahí que se llevaran a cabo 

curvas para obtener el número adecuado de células para los ensayos de 

proliferación celular durante 24, 48 y 72 h. 

Para la estandarización de las células C33 se sembraron 6.25, 12.5, 

25, 50 y 100, x 103 células por pozo. En base a la obtención de una curva de 
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proliferación adecuada para su lectura hasta 72 h, para esta línea celular se 

seleccionaron las cantidades de 6.25 y 12.5 x 103 células por pozo en cajas de 96 

pozos. Para la línea MCF-7 se ensayaron las cantidades de 12.5, 25, 50 y 100, X 

103 cel/pozo y se seleccionaron las concentraciones de 25 y 50, x 103 cel/pozo. 

Definimos como la cantidad celular óptima aquélla en la que las células no llegan a 

su fase de meseta a las 72 hrs. Las cantidades óptimas para los diferentes días de 

crecimiento, para C33A y MCF-7 fueron: 12.5 X 103 y 25 X 103 cel/pozo, 

respectivamente {Figura 14 y 15). 
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Figura 14. Curvas para obtener el número de células para los ensayos de proliferación en 
las células C33A. A) Se cultivaron diferentes cantidades de células durante 24 horas. B y 
C) Las cantidades celulares seleccionadas por encontrarse en la etapa de crecimiento 
exponencial se analizaron en su comportamiento proliferativo por 24, 48, 72 y 96 horas. 
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Figura 15. Curvas para obtener el número de células para ensayos de proliferación en las 
células MCF-7. A) Se cultivaron diferentes cantidades de células durante 24 horas. By C) 
Las cantidades celulares seleccionadas por encontrarse en la etapa de crecimiento 
exponencial se analizaron en su comportamiento proliferativo por 24, 48, 72 y 96 horas. 

4.- Proliferación celular diferencial inducida por variantes de E6. 

Con la finalidad de observar el efecto de los cambios en la secuencia de E6 

de las diferentes variantes en el proceso de proliferación, se realizaron ensayos de 

proliferación de las células MCF-7 transfectadas con las variantes de E6 por 24, 

48 y 72 h. Para este fin se utilizó la técnica de citometrla de flujo la cual permite 

apreciar el número de células que se encuentran en fase S lo que necesariamente 

corresponde al número de células que están proliferando o en mitosis. 

El resultado de proliferación por este método confirmó que las células 

transfectadas con la variante africana de E6, presentan una menor cantidad de 

células en fase S en relación con las células transfectadas con las otras variantes 



43 

(Figura 16, var2), lo que refleja una proliferación celular disminuida. Por otra 

parte, se apreció una mayor cantidad de células en fase S de las variantes 

Asiático-Amerindia y Europea, siendo la As-Ai , la que presentó una proliferación 

celular significativamente mayor que la Af (t student, p< .05) (Figura 16, wt y 

var1). 
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Figura16. Ensayos de proliferación celular mediante citometría de flujo por 24, 48 y 72 h, 
de las células MCF-7 y MCF-7 transfectadas con las variantes de E6. Los ensayos por 
citometría de flujo se realizaron por 24, 48 y 72 h. La proliferación celular se determinó por 
el número de células encontradas en fase S. Se muestran las células MCF-7 sin 
transfectar y transfectadas con el vector pcDNA y células MCF-7 transfectadas con E6 As
Ai (wt), E6E (var1) y E6Af (var2) • t student, P<0.05. 

5.- Las variantes de E6 de HPV18 no degradan a la proteína supresora de 

tumores p53, en las células C33A. 

P53 tiene diversos dominios funcionales. Dentro de ellos, el codón 273 está 

involucrado en la unión y activación de la transcripción de genes que participan en 

la reparación de DNA dañado, inducción de apoptosis y control de ciclo celular. 
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Así también, este codón está involucrado en la unión con E6, resultando p53 un 

blanco importante de degradación de E6. En las células C33A, p53 se encuentra 

mutado en este codón 273, de esta manera, en esta línea celular E6 no lleva a 

cabo la degradación de la proteína p53. 

Para ver de que manera las variaciones de E6 afectan la degradación de 

p53 en células donde esta proteína no es funcional, se lleyó a cabo el análisis de 

los niveles de la proteína p53 por ensayos de Western Blot. Con esto 

demostramos que E6 no es capaz de degradar a esta proteína. En la figura 16 se 

observa que independientemente de las variantes de E6, no se observaron 

cambios a nivel de la proteína p53. Los niveles fueron incluso los mismos tanto en 

las células sin transfectar como en las células transfectadas con el vector vacío 

(Figura 17). Esto confirma que ni siquiera E6 de referencia es capaz de degradar 

a p53 en las células C33. 

p53 

Actina 

C33 pcDNA E6 As-Ai E6-E E6-Af 
53KD 

43KD 

Figura 17. Niveles de la proteína p53 en las células C33A y C33A transfectadas con las 
variantes de E6 . Mediante Western Blot se determinaron los niveles de la proteína p53 en 
las células C33A. .En el primer carril se muestra p53 de las células C33A, en el segundo 
p53 de C33A transfectadas con el vector vacío y en los carriles 3, 4 y 5 se observan los 
niveles de p53 de las células C33A transfectadas con las variantes de E6, E6-As-Ai, E y 
Af, respectivamente. 
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6.- Células transfectadas con las variantes de E6 de HPV18 no presentan 

diferencias en los niveles de la proteína Bax en células C33A. 

Las células C33A tienen una mutación en su proteína p53 que la incapacita 

para activar transcripcionalmente proteínas blanco como son p21 y Bax entre 

otras. Ensayos de Western Blot fueron llevados a cabo para determinar el efecto 

de las variantes de E6 de HPV18 en cuanto a los niveles de la proteína Bax. En 

los ensayos realizados, no se observaron diferencias en los ni'leles de la. proteína 

en esta línea celular. Se observó que tanto las células transfectadas con E6 de la 

variante Asiático-Amerindia y Europea, como las células transfectadas con la 

variante Africana, presentaron los mismos niveles de la proteína Bax (Figura 18). 

C33 pcDNA E6 As-Ai E6 E E6 Af 

Bax 20 KD 

Actina 43 KD 

Figura 18. Niveles de la proteína Bax en las células C33A. Mediante Western Blot se 
determinaron los niveles de la proteína Bax en las células C33A. En el primer carril se 
muestra el Western Blot de la proteína Bax de las células C33A; en el carril 2, Bax de las 
células C33A transfectadas con el vector vacío, mientras que en los carriles 3, 4 y 5 se 
muestran los niveles de Bax de las células C33A transfectadas con E6-As-Ai, E y Af, 
respectivamente. 

7.- En la línea celular C33A E6 de HPV18 promueve la proliferación celular de 

. manera independiente de p53. 

Dado que p53 es un punto importante en el control de ciclo celular y con la 

finalidad de ver si estas variantes de E6 de HPV18 presentan una proliferación 
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diferencial independientemente de la funcionalidad de p53, se realizaron ensayos 

de proliferación en la línea celular C33A. 

Con el fin de determinar la reproducibilidad de los datos, en esta línea celular 

comparamos los resultados obtenidos con la técnica de tinción por cristal violeta y 

citometría de flujo. En la primera técnica la cantidad de colorante detectada por el 

lector de elisa a 570 nm, será proporcional al número de células presentes. A su 

vez, se probaron dos clonas de cada una de las líneas celulares transfectadas, 

con la finalidad de determinar si el efecto de E6 sobre la proliferación se ve 

afectado por diferencias en el sitio de integración al genoma celular, durante el 

proceso de transfección. 

Mediante esta técnica se pudo apreciar que a las 24 y 48 horas de crecimiento, las 

células transfectadas con la variante Asiático-amerindia y con la Europea 

presentaron una proliferación celular mayor (Figura 19 , WtC2, WtC3 y V1 y V1 R3, 

respectivamente), que las células transfectadas con- la variante Africana (Figura 

18, V2C4 y V2D2), siendo las células transfectadas con E6-As-Ai las que 

presentaron el mayor índice de proliferación. Con estos resultados se podría 

concluir que E6 As-Ai y E6-E, inducen una proliferación celular mayor que E6-Af, 

independientemente de la condición de p53 (Figura 19). Los resultados fueron 

similares para las distintas clonas analizadas (Anova P<0.05). Sin embargo como 

este método no permite distinguir con exactitud cuando las células tienen un 

incremento en su proliferación o una disminución en el índice de muerte o 

viseversa, se realizó el ensayo de proliferación celular por Citometría de Flujo. 
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Figura 19. Proliferación celular por cristal violeta por 24, 48 y 72 h de las células C33A y 
C33A transfectadas con las variantes de E6. Los ensayos de proliferación celular por 
cristal violeta, se realizaron por 24, 48 y 72 h. La proliferación celular se determinó a 570 
nm mediante el porcentaje de densidad óptica emitida por la concentración de colorante 
absorbido dependiendo del número de células presentes. Las barras blancas muestran 
las células C33A sin transfectar, las barras grises representan las células transfectadas 
con el vector vacío, mientras que las restantes representan las células C33A 
transfectadas con E6 As-Ai (WtC2, WtC3), E6E (V1 y V1 R3) y E6Af (V2C4 y V2D2). 
(*Anova P<0.05). 

Por su parte, en la citometría de flujo, que permite apreciar la proliferación 

celular mediante el conteo de células que se encuentran en fase S en 10,000 

eventos se observó que las células transfectadas con E6-As-Ai y E, presentan 

mayor número de células en fase S (Figura 20, Wt y Var1 ), lo que está 

directamente relacionado con una mayor proliferación celular con respecto a las 

células transfectadas con E6-Af, cuyo número de células en fase S fue menor 

(Figura 20, V2). Por lo tanto, se pudo constatar que la proliferación celular 
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promovida por E6-As-Ai y E es independiente de p53 (Figura 20). Los datos 

obtenidos fueron comparables por las dos técnicas. 
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Figura 20. Ensayos de proliferación ce!ular mediante citometría de flujo por 24, 48 y 72 h 
de las células C33A y C33A transfectadas con las variantes de E6. Los ensayos por 
citometría de flujo se realizaron por 24, 48 y 72 h. La proliferación celular se determinó por 
el número de células encontradas en fase S, las primeras dos barras para cada ensayo 
representas a las células C33A y C33A transfectadas con el vector vacío, mientras que 
las barras restantes para cada tiempo, representan a las células C33A transfectadas con 
E6 As-Ai, E y Af, respectivamente (*! student P<0.05). 

8.- E6 degrada diferencialmente a la proteína hDIG tanto en células C33 como 

en Células MCF-7. 

Existen varios mecanismos por los cuales E6 pudiera estar promoviendo la 

proliferación celular independiente de p53, uno de ellos podría ser a través de la 

vía de hDIG, la cual regula la actividad de la proteína supresora de tumores PTEN 

que forma parte de la vía de proliferación celular de PKB (Protein kinasa 8) 

actuando como un supresor de la misma vía. Así que con la finalidad de 

determinar si hDIG pudiera tener algún papel en el aumento de proliferación 

celular inducido por E6-As-Ai y E, se realizó el ensayo de Western Blot de hDlg. 

Se encontró que tanto en las células MCF-7 y C33A como en las células MCF-7 y 

C33A, transfectadas con el vector vacío, los niveles de hDlg no varían, mientras 
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que en ambas líneas celulares transfectadas con E6-As-Ai y E, los niveles de 

hDlg, se encontraron claramente disminuidos. Las células transfectadas con E6-

Af, presentaron un comportamiento intermedio; es decir, si bien los niveles de la 

proteína hDLG se encuentran disminuidos, son más elevados de lo que presentan 

las células con E6-AsAi o E6-E (Figura 21 y 22). 

MCF-7 E pCDNA Af As-Ai 

hDLG 135 KD 

Actina 43 KD 

Figura 21 . Niveles de expresión de hDIG en las células MCF-7. Ensayos de Western Blot 
muestran que los niveles de expresión de la proteína hDIG en las células MCF-7 y MCF-7 
transfectadas con el vector vacío, carriles1 y 3 respectivamente, presentan niveles 
parecidos de proteína, mientras que los niveles de hDLG de las células transfectadas con 
E6 E, y As-Ai, carriles 2 y 5, fueron menores que los controles, y las células MCF-7 
transfectadas con E6 Af, carril 4, presentaron un estado intermedio. 

C33A Af pCDNA E As-Ai 

hDLG 
135 KD 

Actina 

Figura 22. Niveles de expresión de hDLG en las células C33A. Ensayos de Western Blot 
muestran que los niveles de expresión de la proteína hDLG en las células C33A y C33A 
transfectadas cori el · vector vacío, carriles1 y 3 respectivamente, presentan niveles 
parecidos de proteína, mientras que los niveles de hDLG de las células transfectadas con 
E6 E, y As-Ai, carriles 4 y 5, fueron menores que los controles, y las células C33A 
transfectadas con E6 Af, carril 2, presentaron un estado intermedio. 
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DISCUSIÓN 

Durante el proceso de una célula normal a una transformada por VPH, el 

genoma celular sufre varios cambios, en gran parte por la interacción de algunas 

proteinas virales con proteínas celulares. En un proceso evolutivo, las partículas 

virales han desarrollado proteínas cuya función es actuar sobre blancos celulares 

importantes, con la finalidad de garantizar la sobre vivencia y proliferación virales. 

En particular, muchos blancos celulares se han identificado para la oncoproteína 

E6 de los HPVs de alto riesgo como HPV16 y HPV18. Entre los blancos celulares 

se encuentra la proteína supresora de tumores p53, cuyo papel en la prevención 

del cáncer es claramente importante. P53 participa en la eliminación por apoptosis 

del exceso de células, o de células infectadas o dañadas. A su vez, p53 es vital 

para la regulación apropiada de la proliferación celular en organismos 

multicelulares (Huang y Strasser, 2000). Esta proteína tiene un papel muy 

importante como regulador de puntos de control del ciclo celular como el paso de 

G1 a S y menos claro el punto de control de G2-M. Reportes desde 1991 por 

Huibregtse et al., y más adelante· por Scheffner, en 1993, entre otros, han 

demostrado el papel de la oncoproteína E6 para inhibir la función de p53. La 

proteína E6-AP, que es una ubuquitín ligasa, es necesaria para que E6 pueda 

llevar a cabo la degradación de p53. 

Se sabe que no todas las infecciones del cérvix con HPVs de alto riesgo 

van a promover el desarrollo de cáncer: Se ha propuesto que en este proceso se 

encuentran involucradas las diferencias intratipo de los HPVs de alto riesgo y que 

estas diferencias genómicas pueden dar por resultado variaciones funcionales de 

los genes virales involucrados en el proceso de transformación. Dadas ciertas 



51 

asociaciones previamente encontradas, de algunas variantes de HPV18 y los tipos 

histológicos de cáncer de cérvix, se ha propuesto que estas variantes pudieran 

tener diferente comportamiento biológico, que repercutiera en su oncogenicidad. 

Por consiguiente, el interés de este trabajo se centró en caracterizar 

aspectos funcionales del oncogen E6 de las variantes de HPV18 encontradas en 

la población mexicana (Lizano et al., 1997). Quisimos determinar si los cambios 

nucleotídicos. de los gefleS E6 variantes trascienden en el efecto de E6 sobre la 

degradación de algunas de sus proteínas celulares blanco y su repercusión en el 

proceso de proliferación celular. 

De este modo, se procedió a caracterizar el efecto de las variantes de E6 

sobre la degradación de la proteína p53 por medio del análisis Western Blot. En 

este análisis, se encontró una menor cantidad de la proteína p53 en las células 

transfectadas con la variante As-Ai de E6, en comparación con una mayor 

cantidad de la protef na p53 encontrada en las células transfectadas con las 

variantes Af. Las células con la variante E mostraron menores niveles de p53 que 

las de Af, sin ser tan bajos como las células con E6AsAi. Estos resultados se 

correlacionan con los niveles de los transcritos de las proteínas E6 observados en 

la figura 11, donde se aprecia que las células transfectadas con el gen de la 

variante As-Ai de E6 presenta mayor cantidad del transcrito E6 completo, a 

diferencia de E6 Af, en que predomina el producto de procesamiento E6*1 . Esto 

podría significar, que por la diferencia en cantidades del transcrito E6 completo en 

las células con E6 Af, se tendría menos E6 funcional con capacidad de promover 

la degradación de p53. Por otra parte, reportes de David Pim et al., desde 1997, 

han demostrado que la proteína E6*1 tiene un papel importante en evitar la 

degradación de la proteína p53 por E6 dado que pierde el dominio de unión a p53, 
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mas no el de unión a E6, evitando por competencia que E6 se pueda unir a p53 y 

por lo tanto degradarla. 

Aunque por análisis de Western Blot, nosotros no pudimos constatar la 

presencia del fragmento protéico E6*1, consideramos que las células con la 

variante E6 Af podrían tener mayor cantidad de esta proteína, lo que ayudaría a 

evitar la degradación de p53 dada por E6. Esto, aunado a los bajos niveles de la 

proteína E6 completa posiblemente presentes en estas células, ayudaría a 

mantener los niveles normales de p53 funcional (Figura 12). 

Posteriormente, se buscó analizar de que manera podría repercutir la 

disminución de la proteína p53 en su capacidad de llevar a cabo la activación 

transcripcional de ciertos genes importantes en la regulación celular, como es el 

caso del gen que codifica para la proteína proapoptótica Bax. Nuestro interés se 

enfocó entonces en tratar de entender las posibles repercusiones de los efectos 

diferenciales de las variantes de E6, no solo en el proceso de proliferación celular 

sino también en otros procesos que también están c;lirectamente relacionados con 

la oncogenicidad viral y que pueden repercutir indirectamente en el proceso de 

proliferación celular, como. lo es la apoptosis celular. En este análisis se encontró 

que al variar los niveles de la proteína p53, la proteína E6 también está variando 

los niveles de la proteína proapoptótica Bax. Encontramos que las células 

transfectadas con la variante As-Ai, con menor cantidad de proteína p53, también 

presentan menor cantidad de la proteína Bax. En el caso de la variante Af los 

altos niveles de p53 correlacionaron con altos niveles de la proteína Bax (Figura 

13). De este modo, es posible que las diferencias entre variantes de E6, además 

de repercutir en la proliferación celular, también sean trascendentes en procesos 

de apoptosis celular y esto afectar la proliferación celular de una manera indirecta . 

.. 
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Una vez determinada la participación de la proteína E6 sobre p53 y Bax, se 

realizaron los ensayos respectivos para ver si estas variantes de E6 afectan 

diferencialmente los niveles de proliferación celular de células transfectadas. En 

estos ensayos se observó que las células MCF-7 con las diferentes proteínas E6 

variantes presentan una proliferación diferencial (Figura 16 ) y que esta inducción 

en la proliferación celular se correlaciona con los niveles de los transcritos de E6 

(Figura 11) y los niveles de p53 y Bax. Es decir, las células MCF-7 con E6 AsAi y 

E presentan mayores índices de proliferación que las que contienen a E6 Af 

(p<0.05) (Figura 16). 

Desde 1994 Dulic y col., reportaron que células transformadas que expresan E6 

de HPV16 o HPV18 pierden actividad del punto de chequeo G1 en estados 

tempranos presumiblemente por la degradación de ia proteína supresora de 

tumores p53 y por lo tanto también son resistentes al arresto del crecimiento y a la 

apoptosis inducida por p53 por daño al DNA (Kessis et al., 1993; Foster et al., 

1994; Pan y Griep 1995; Thomas et al., 1996) Incluso White et al., en 1994 y 

Kaufmann en 1997, reportan una inestabilidad cromosomal incrementada en 

células que expresan E6 que probablemente sea por una atenuación observada 

de la función del punto de chequeo G2. La proliferación incrementada de las 

células con las variante E6 As-Ai y E en relación a E6 Af podría explicarse en 

parte por la presencia de menor cantidad de proteína. E6 en las células con la 

variante E6 Af. Por otro lado, aunque los cambios de nucleótidos contenidos en E6 

Af favorecen el procesamiento hacia E6*1 (Tabla 3), existe una pequeña 

proporción del transcrito E6 completo en estas células (Figura 11). Suponemos 

con esto, que la proteína E6 completa resultante estaría en pequeñas cantidades, 

pero a su vez, no se puede descartar la posibilidad de que los dos cambios en 
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aminoácidos de este producto también puedan repercutir en una función alterada 

de la proteína E6 Af. Todo esto se traduce en la posibilidad de que exista menos 

E6 funcional en las células con E6 Af, que aquéllas con E6 AsAi y E. 

Por otro lado, la presencia de un exceso de E6*1 en E6Af; también podría 

repercutir en la función del E6 existente. En 1997, David Pim et al., demostraron 

que una función de E6*1 , producto del procesamiento de E6, es precisamente 

evitar la degradación de p53 por E6 ya que esta proteína E6*1 pi~rde la capacidad 

de unirse a p53 pero presenta mayor afinidad por E6, de este modo evita que E6 

se una a p53 y la degrade. La variante Africana además de tener menor cantidad 

de E6 completo tiene mayor cantidad de transcrito E6*1, lo cual seguramente 

coopera para que esta variante presente menores niveles de degradación de p53 

y mayor cantidad de la proteína proapoptótica Bax. Esto finalmente repercutiría en 

la proliferación celular diferencial observada entre las variantes. 

Con estos resultados podríamos pensar que las proteínas E6s variantes 

están llevando a cabo una inducción de proliferación celular de una manera 

dependiente de p53. Sin embargo, resulta importante considerar que los reportes 

de Shiru Song desde 1999 indican que la hiperproliferación desencadenada por 

E6 pudiera ser independiente de la proteína p53. En sus estudios mostraron que la 

epidermis de ratones K14E6/p53-, que son nulos a p53 y se encuentran 

transformados con E6, es más espesa o densa que la de los ratones no 

transformados, indicativo de que en esa epidermis se presentó hiperproliferación 

celular independiente a p53. Además, estas células nucleadas fueron capaces de 

sintetizar DNA lo que no se observó en los ratones p53 nulos que no tienen E6. 

Recientemente en 2004, llaria Malanchi reporta que E6 puede llevar a cabo la 

inducción de la proliferación celular independientemente de p53, activando la 
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fosforilación de Rb, probablemente por medio del incremento de los niveles de 

complejos de cinasas dependientes de ciclina responsables de la fosforilación de 

pRb. 

Dado estos antecedentes nos interesó determinar si las variantes de E6 podrían 

presentar diferencias funcionales de forma independiente de p53. Para este 

análisis se utilizaron células C33 ya que tienen una mutación en la secuencia de la 

proteína p53 que !e impide activar la transcripción de ciertos genes. Dado que esta 

mutación, está ubicada en el sitio de unión a E6, en estas células las proteínas E6 

no se pueden unir a p53 para promover su degradación. Consecuentemente, los 

niveles de p53 se mantienen similares en las distintas células transfectadas 

(Figura 17). 

Observamos que células c33 transfectadas con las variantes de E6, además de 

no mostrar cambios en los niveles de la proteína p53, tampoco mostraron cambios 

en los de la proteína Bax (Figura 18). Sin embargo, las diferencias en los niveles 

de proliferación celular que se observan son muy claras. Al igual que en las 

células MCF-7, las células C33 transfectadas con el gen E6 As-Ai, presentaron los 

mayores índices proliferativos en relación con C33 E y Af, siendo la variante Af la 

que presentó los menores índices proliferativos (Figura 19 y 20). Además, el 

observar una reproducibilidad de los datos con las diferentes clonas para cada 

variante de E6 para esta línea celular, nos permitió descartar que el sitio de 

integración tuviera que ver con las diferencias proliferativas presentadas por las 

variantes de E6 (Figura 19). 

Por consiguiente, buscamos rutas de proliferación celular donde se reporta 

la intervención E6 de manera independiente a p53, entre las que se. encuentran 

las vías de hDLG y la de cMyc .. hDLG está involucrada en la vía de señalización 
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inducida por la proteína supresora de tumores hDLG homologa de la proteína 

supresora de tumor Dlg de Drosophila la que fue de nuestro interés. La proteína 

hDLG resulta ser blanco de degradación de E6 además de estar implicada en 

proliferación celular independiente de p53 ya que su papel clave es el de 

estabilizar a la proteína PTEN en la membrana celular. La proteína PTEN 

estabilizada es una proteína tirosina fosfatasa que desfosforila en la posición 3 al 

inositol, bloqueando así la actividad de la fosfatidilinositol 3 cinasa (Pl-

3K).(Gottschalk, 2001). La enzima Pl3K al ser inhibida, detiene la señalización de 

la vía de PKB/Akt, (Proteína cinasa B), encargada del control de procesos 

biológicos como la proliferación, la motilidad celular y la apoptosis (Leslie et al., 

2001, Yamada et al., 200, Lawlor et al., 2000). Se propone que la degradación de 

hDLG por E6, repercute en el bloqueo de la inhibición de la vía de PKB/Akt, lo que 

se refleja en una proliferación celular activa. 

Con este antecedente se hizo un análisis para determinar el efecto de E6 

sobre hDLG en las dos líneas celulares estudiadas, MCF-7 y C33A. Encontramos 

que tanto en las células MCF-7 como en las células C33, E6 tiene la capacidad de 

degradar a hDLG de una manera diferencial y proporcionalmente a los niveles de 

la proteína E6 presente (Figura 21 y 22 ). En base a este resultado creemos que 

la vía de señalización en la que hDLG tiene un papel importante, pudiera estar 

implicada en el efecto de proliferación promovido por E6 independiente de p53. 

En base a los resultados encontrados en este trabajo pensamos que 

además de que las variantes de E6 promueven la proliferación celular diferencial 

en las líneas celulares C33A y MCF-7, E6 pudiera al mismo tiempo estar 

afectando el proceso de apoptosis celular de una forma diferencial en las mismas 

células. 
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Con estos resultados podemos concluir que la variante As-Ai de E6, 

favorece la proliferación celular en las células MCF-7 y C33A. A pesar de que las 

células C33A tienen a p53 no funcional E6 As-Ai y E inducen hiperproliferación 

celular por lo que se puede deducir que tal proliferación es independiente de p53 y 

dado que en ambas células se presentaron cambios a nivel de la proteína hDLG 

independientemente de las. co.ndiciones de las células, podemos pensar que muy 

probablemente la vía de señalización de hDLG tiene un papel m!,Jy importante en 

la proliferación celular inducida por estas variantes de E6. 

En este momento, en nuestro laboratorio se está analizando la participación 

de E6 en la via de señalización por hDLG en la ruta de proliferación celular en las 

células MCF-7 y C33A a sí como la participación de la vía de cMyc en el proceso 

proliferativo. 

El hecho de que se hayan encontrado diferencias en los niveles de 

proteínas involucradas con apoptosis celular podría implicar que E6 afecta el 

proceso apoptótico, {Li TT. et al., 2005). Para definir el papel exacto de las 

variantes de E6 en el proceso de apoptosis celular, se pretende realizar un trabajo 

que incluya el análisis de otras proteína involucradas en el proceso de apoptosis 

celular tanto de la vía intrínseca como de la extrínseca, además de examinar los 

niveles de apoptosis desencadenados por cada una de las variantes de E6 en 

ambas líneas celulares así como cambios que se pudieran presentar a nivel 

mitocondrial. 

Hemos demostrado que las diferencias genómicas entre variantes de E6 

pudier1=1n participar en diferencias en el comportamiento biológico de variantes de 

HPV18. Estudios como ~I presente se verían robustecidos con el análisis de otros 
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genes importantes de HPV involucrados en el proceso de transformación, como 

son E7, E2, E1, así como la actividad transcripcional de la región LCR. 

Estudios enfocados a la caracterización funcional de las distintas proteínas 

de variantes de HPV18, aportarán información valiosa que ayudará a entender.las 

asociaciones de tipos y variantes virales con lesiones de diversos niveles de 

malignidad con el fin de delimitar variantes de HPV de alto riesgo oncogénico. 
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CONCLUSIONES 

* E6 de la variante As-Ai de HPV 18 provoca una evidente disminución de los 

niveles de la proteína p53 en relación con la variante E y más notoriamente que la 

variante Af lo cual tiene una repercusión en el proceso proliferativo y muy 

probablemente en el proceso apoptótico. 

* La disminución de los niveles de p53 para la variante As-Ai, repercutieron en una 

disminución de los niveles de la proteína Bax para la misma variante con respecto 

a la variante Af, lo que significa que los bajos niveles de p53 en este caso 

repercuten en sus blancos y que en esta variante también pudiera estar afectado 

el proceso apoptótico. 

* Los cambios presentes en la secuencia de nucleótidos de la variante As-Ai de E6 

provocaron que una mayor cantidad de E6 completa con respecto a E6 E y Af, 

promoviera una proliferación celular mayor que las células transfectadas con E6 

var E. Y más notoriamente que E6 Af cuyos niveles de E6 completo son menores. 

* La proliferación celular inducida por E6 As-Ai se mostró independiente de p53, y 

la participación de otras vías como la de hDLG probablemente tiene un papel muy 

importante en el proceso proliferativo inducido por E6. 
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