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I. RESUMEN 

Antecedentes  

Una característica común de los cánceres asociados con virus es la expresión disminuida del 
gen CDH1, que codifica para E-cadherina, en general mediante la activación de DNA 
metiltransferasas (Dnmts). Se ha demostrado que la proteína E7 de los papilomavirus 
humanos de alto riesgo (VPHs-AR) interactúa con Dnmt1 y la desacetilasa de histona tipo 1 
(HDAC1), activando la actividad DNA metiltranferasa y desacetilasa de histonas que dan 
lugar a la regulación de la expresión de genes virales y celulares durante el proceso 
carcinogénico. 

Objetivo  

Determinar si E7 puede regular negativamente la expresión de CDH1 por mecanismos 
epigenéticos o por inducción de reguladores negativos de la expresión de CDH1, incluidos 
los represores transcripcionales Snai1 y Snai2 de la familia Snail. 

Materiales y métodos 

Las líneas celulares HeLa y SiHa se trataron con 5-AzadC, TSA o se transfectaron con 
siRNAs contra E7 de VPH 16 o 18 y GAPDH respectivamente. Se determinó el patrón de 
metilación del promotor CDH1 mediante PCR para secuenciación de DNA modificado con 
bisulfito (BSP). Se determinó también el nivel de expresión de CDH1 y su asociación con los 
niveles de expresión de SNAI1 y SNAI2, los cuales son  reguladores negativos de CDH1; el 
nivel de expresión se determinó mediante qPCR a nivel de mRNA y mediante Western blot a 
nivel de proteína. 

Resultados 

Se identificaron diferentes frecuencias de metilación en el promotor de CDH1 entre células 
HeLa (88.24%), SiHa (17.65%) y Ca Ski (0%). Se observaron diferencias significativas en la 
expresión de SNAI1 entre estas líneas celulares y se identificó una asociación inversa entre 
los niveles de expresión de SNAI1 y CDH1. La supresión de E7 no solo aumentó la 
expresión de CDH1, sino que también disminuyó notablemente la expresión de SNAI1 y 
modificó el patrón de metilación del promotor de CDH1. Estos resultados sugirieron que la 
expresión de CDH1 fue dependiente de la expresión de SNAI1 y fue inversamente asociado 
con la expresión de E7. 

Conclusión 

Nuestros resultados sugieren que E7 de VPH16/18 reguló negativamente la expresión de 
CDH1 por medio de las siguientes vías en las que Snai1 está involucrado: la primera fue por 
hipermetilación de la región promotora de CDH1 y aumento en la expresión de SNAI1, como 
se observa en la línea celular HeLa; y la segunda fue por hipometilación de la región 
promotora de CDH1 y aumento en la expresión de SNAI1, tal como se observa en la línea 
celular SiHa. Por lo tanto, la supresión de CDH1 y la expresión de SNAI1 pueden 
considerarse como biomarcadores de metástasis en el cáncer de cuello uterino. 

Palabras clave 

Epigenética, Virus del Papiloma Humano, E7, SNAI1 (SNAIL/SNAIL1), SNAI2 
(SLUG/SNAIL2), CDH1, E-cadherina. 
 

  



CDH1 and SNAI1 are regulated by E7 from Human Papillomavirus types 16 and 18 
 
 

iii 

 
Pedro Rosendo Chalma 

II. ABSTRACT 

Background 

A common characteristic of cancers associated with viruses is decreased expression of the 
CDH1 gene, which encodes E-cadherin, in general by activation of DNA methyltransferases 
(Dnmts). The E7 protein from high risk human papillomaviruses (HR-VPHs) has been 
demonstrated to interact with Dnmt1 and histone deacetylase type 1 (HDAC1), activating 
DNA methyltransferase and histone deacetylase activity that lead to the regulation of 
expression of viral and cellular genes during the carcinogenic process. 

Objective 

Determine if E7 can negatively regulate the expression of CDH1 by epigenetic mechanisms 
or by induction of negative regulators of CDH1 expression, including Snail family 
transcriptional repressor Snai1 and Snai2. 

Materials and methods 

HeLa and SiHa cell lines were treated with 5-AzadC, TSA or were transfected with siRNAs 
against VPH18 E7, VPH16 E7 and GAPDH respectively. The methylation pattern of the 
CDH1 promoter was determined by Bisulfite Sequencing PCR (BSP). The expression level of 
CDH1 and its association with the expression levels of SNAI1 and SNAI2, which are negative 
regulators of CDH1, were also determined; the level of expression was determined by qPCR 
at the mRNA level and by Western blot at the protein level. 

Results 

Different methylation frequencies were identified in the CDH1 promoter between HeLa 
(88.24%), SiHa (17.65%) and Ca Ski (0%) cells. Significant differences in expression of 
SNAI1 were observed between these cell lines, and an inverse association was identified 
between the expression levels of SNAI1 and CDH1. In addition, suppressing E7 not only 
increased the expression of CDH1, but notably decreased the expression of SNAI1 and 
modified the methylation pattern of the CDH1 promoter. These results suggested that the 
expression of CDH1 was dependent on the expression of SNAI1 and was inversely 
associated with the expression of E7. 

Conclusion 

E7 from VPH16/18 negatively regulated the expression of CDH1 by the two following 
pathways in which Snai1 is involved: the first was by hypermethylation of the CDH1 promoter 
region and increasing expression of SNAI1, as observed in HeLa; and the second was by 
hypomethylation of the CDH1 promoter region and increasing expression of SNAI1, as 
observed in SiHa. Therefore, the suppression of CDH1 and expression of SNAI1 may be 
considered to be biomarkers of metastasis in uterine cervix cancer. 

Keywords  

Epigenetic, Human Papillomavirus, E7, SNAI1 (SNAIL/SNAIL1), SNAI2 (SLUG/SNAIL2), 
CDH1, E-cadherin. 
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III. INTRODUCCIÓN 

III.1 Datos generales  

Según los datos publicados y las estimaciones actuales, cerca del 20% de todos los 

casos de cáncer que afectan a hombres y mujeres son atribuidos a agentes biológicos 

infecciosos, incluidos Helicobacter pylori y virus del papiloma humano (VPH), seguidos del 

virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de Epstein-Barr 

(VEB) [1-3]. En el caso del VPH, específicamente los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 

56, 58 y 59, comúnmente referidos como de alto riesgo (AR), no solo están asociados con el 

cáncer cervical (CC), reportado como el tercer tipo de cáncer más prevalente en mujeres a 

nivel mundial en el 2017, sino que también están asociados con otros tipos de cánceres, 

como el anal, el de pene, de vulva, de vagina y de cabeza y el cuello [1, 4]. 

Las infecciones persistentes con virus de papiloma humano de alto riesgo (VPHs-AR) 

son necesarias, pero no suficientes para causar cáncer, lo que indica la existencia de 

múltiples etapas en la carcinogénesis del cuello uterino que contribuyen a las características 

distintivas que subyacen en el fenotipo de los tumores [3, 5]. Por esta razón, ha sido de gran 

interés estudiar los mecanismos por los cuales las infecciones persistentes con VPHs-HR 

contribuyen al desarrollo del cáncer. Por otro lado, se ha demostrado que el VPH induce una 

serie de mecanismos que contribuyen a la evasión de la respuesta inmune y a la muerte 

celular activada por apoptosis, que finalmente dan lugar a la transformación, proliferación e 

inmortalización de la célula huésped [6, 7]. 

 

III.2 Características distintivas (hallmarks) moleculares del cáncer de cérvix uterino 

Los factores o características distintivas (hallmarks) que principalmente se han 

reportado durante el proceso carcinogénico del cáncer de cérvix uterino (CaCu) asociado a 

VPH son: (i) infección por VPHs-AR [8-11]; (ii) la carga viral [12-15]; (iii) que la infección 

inicial se desarrolle en células basales o parabasales localizadas en la zona de 

transformación del cérvix uterino, en donde se encuentra una mayor población de células 

troncales con capacidad de dividirse y de renovarse, y que además, expresan los recetores 

tales como proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs), laminina-332,  integrina α6 y 

receptores de factor crecimiento (GFR) epidermal o queratinocítico, necesarios para la unión 

e internalización del virus en su célula blanco [16-21]; (iv) mutaciones oncogénicas en los 

genes PIK3CA, KRAS y EGFR [22]; (v) interrupción del ciclo de vida del VPH por el 

fenómeno de integración del genoma viral al genoma celular [12, 23-25]; (vi) activación de la 
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maquinaria de metilación celular, en donde si bien se conoce que la metilación del DNA 

puede activarse como un mecanismo de defensa celular ante DNA foráneo, se ha reportado 

que el VPH utiliza a la maquinaria de metilación para: (a) regular la expresión de sus genes 

en su ciclo de vida durante la diferenciación celular, y (b) mantener regiones 

transcripcionalmente activas en sitios en donde el genoma del VPH se ha integrado en 

tándems, para así mantener regulada la transcripción de sus genes [26-31]; (vii) pérdida de 

función de la proteína E2 del VPH, esto puede darse por dos vías, la primera se debe a que 

la  integración del genoma viral es más frecuente en la región que comprende las regiones 

genéticas E2/E4 del VPH, lo que da como resultado a la nula expresión de E2 [32, 33], y la 

segunda vía es por la metilación de los sitios CpG localizados en el sitio de unión de E2 

proximal a P97 (E2BS-1) de la región larga de control (LCR) del VPH, dando lugar a la 

pérdida de la función represora de E2 [34, 35]; y por último (viii) la expresión desregulada de 

los oncogenes E6 y E7 ganada por la pérdida de función de E2 en regiones 

transcripcionalmente activas de los genomas de VPH, lo que trae como consecuencia un 

aumento de función de las oncoproteínas E6 y E7 necesarias para la transformación 

oncogénica (Fig. 1) [36, 37].  
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Figura 1. Características distintivas (hallmarks) moleculares del cáncer de cérvix uterino. (i) 

Infección por VPH-AR, (ii) infección inicial en las células de la zona de transformación, 

específicamente células troncales, (iii) alta carga viral, (iv) mutaciones oncogénicas, (v) 

interrupción del ciclo de vida del VPH por el fenómeno de integración del genoma viral al genoma 

celular, (vi) activación de la maquinaria de metilación celular, (vii) perdida de función de la proteína 

E2 del VPH, y (viii) expresión desregulada de los oncogenes E6 y E7 ganada por la pérdida de 

función de E2 en regiones transcripcionalmente activas de los genomas de VPH. 

 

III.3 Efecto transformante e inmortalización celular mediada por E6 y E7 de VPH 

La oncoproteína E6 de VPH permite la evasión de la muerte celular por apoptosis a 

través de dos vías, la primera es por la degradación proteosomal de p53 a través de su 

asociación con la ubiquitina ligasa UBE3a (E6AP) [38-40] (Fig. 2), y la segunda es a través 

de la interacción de E6 con hADA3, la cual es una proteína que funciona como coactivador 

de la transactivación mediada por p53, en donde E6 induce la degradación de hADA3, 

impidiendo de esta forma la estabilización de la proteína p53, evitando así que las células 

infectadas entren en senescencia a través de la supresión de la vía p14/ARF [41, 42]. 

Por otro lado, la oncoproteína E7 del VPH desempeña dos funciones principales para 

inducir el proceso transformante y proliferativo de la célula, la primer función de E7 es unirse 

con los miembros de la familia de la proteína del retinoblastoma (pRb), tales como p107 y 

p130, a través del motivo LXCXE localizado en la porción CR2 de E7 [43] (Fig. 3), dando 
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lugar a la actividad transcripcional de los factores de transcripción E2F, regulando así la 

entrada y la progresión de la fase G1 a la fase S del ciclo celular [44]; la segunda función de 

E7 es desestabilizar a pRb a través de su degradación por la vía de ubiquitin-proteosoma, 

dando lugar a la transformación oncogénica [45]. 

 

 

Figura 2. - Modelo de dimerización de la oncoproteína E6 de VPH y su efecto sobre 

p53. En los tipos de VPH de alto riesgo, la degradación de p53 ocurre por el modelo de 

dimerización de E6 a través de su dominio N-terminal y particularmente las hélices α2 

(mostradas en azul). Cada molécula E6 del dímero se une a una molécula de ubiquitina 

ligasa E6AP y a una molécula de p53 para promover la poliubiquitinación de p53 por el 

complejo E6/E6AP. La poliubiquitinación de p53 conduce a su degradación, a la 

desregulación del ciclo celular y a la posterior proliferación celular anormal [46]. 

 

 

Figura 3. - Interacción de la oncoproteína E7 con Rb y liberación de E2F. 

Inicialmente, E2F se une a Rb a través de los compartimientos A y B (box A y B). La 

proteína E7 contiene tres regiones conservadas CD1, CD2 y CD3 (mejor conocidos 

como CR1, CR2 y CR3) que contienen los motivos Cys-X-X-Cys. Después de la 

interacción de E7 con Rb, CD2 se une al compartimiento B (box B) de Rb a través de su 

motivo LXCXE. La flexibilidad de E7 permite la unión de la región CD3 al compartimiento 

B (box B) de Rb. A través de estas interacciones, el complejo Rb-E2F se interrumpe, lo 

que conduce a una progresión celular temprana y anormal hacia la fase S del ciclo 

celular [46]. 
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III.4 Características generales de E7 de VPH  

La oncoproteína E7 de VPH16 ha sido la proteína viral más estudiada, está 

constituida por un total de 98 aminoácidos y se ha reportado que posee una vida media de 

aproximadamente 55 min en células Ca Ski y de 70 min en células SiHa, sugiriendo que, 

dicha vida media puede ser indicativa de la función regulatoria de E7 [47]. La proteína E7 

tiene tres regiones conservadas, CR1, CR2 y CR3, también conocidas como CD1, CD2 y 

CD3, en donde las regiones CR1 y CR2 tienen una alta similitud a las regiones conservadas 

(CR) de la proteína E1A del Adenovirus [48, 49], y la región CR3 en forma de dedos de zinc 

también es similar a otras oncoproteínas virales [48] (Fig. 4A). Estas similitudes estructurales 

se reflejan en similitudes funcionales en la transformación y transactivación entre las 

oncoproteínas virales [48, 50]. 

La CR1 de E7 está constituida por los residuos 1-15 del extremo amino, en donde 

ciertas secuencias de CR1 son necesarias para la degradación de pRb [51], por ejemplo, 

entre varios factores que se unen a la región CR1 se encuentra el complejo ubiquitin quinasa 

Cullin-2, que se cree es importante para la degradación de pRb [52] (Fig. 4B). Por otro lado, 

CR2 está formada por los residuos 16-38, contiene el motivo LXCXE, que establece 

interacciones de alta afinidad con la proteína pRb [53] y contiene el sitio primario de 

fosforilación, el cual es un par de serinas localizadas en las posiciones 31 y 32 

(denominadas como S31 y S32), las cuales son fosforiladas por la caseina quinasa II (CKII) 

[54, 55], en donde dicha fosforilación incrementa la afinidad de unión de E7 a factores de 

transcripción generales (GTFs) tales como TBP, p300 y p53 [56]; por otro lado, el parche de 

aminoácidos ácidos (denominado como parche ácido) localizado río abajo del sitio de 

fosforilación contribuye con la unión a pRb a través de interacciones iónicas con aminoácidos 

básicos en pRb [57], la fosforilación de S31 y S32 incrementa el tamaño del parche ácido, 

sugiriendo que estos residuos pueden funcionar como una unidad [58] (Fig. 4B). Por último, 

CR3 consta de los residuos 39-98 del terminal carboxilo, en donde esta región contiene dos 

motivos CXXC, que forman una estructura de dedos de zinc y permiten la dimerización de E7 

[48, 53, 59], lo que le permite a E7 interactuar con factores de transcripción, regulando la 

expresión de genes asociados al ciclo celular [60-63], a la diferenciación celular [61, 63, 64], 

a la respuesta inmune innata [60, 65, 66], a genes de respuesta al estrés y daño del DNA 

[60] y factores de crecimiento [63]; y por otro lado, E7 puede interaccionar molecularmente 

con diferentes proteínas celulares, que trae como resultado la activación o inhibición de 

varios procesos transcripciones [61, 62], por ejemplo, E7 puede asociarse con y alterar 
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enzimas que regulan la estructura de la cromatina, tales como Mi2β [67], acetiltransferasas 

de histonas (HATs) [68-70], desacetilasas de histonas (HDACs) [67, 71] y DNA 

metiltransferasas (DNMTs) [72] (Fig. 4B).  

 

III.5 E7 de VPH-AR interacciona con DNMT1 y HDAC1  

Se ha reportado que la oncoproteína E7 de VPH-AR desempeña un papel crucial en 

la transformación oncogénica no solo por su capacidad para formar complejos con miembros 

de la familia de pRb y desestabilizarlos [37, 45], sino por su capacidad de interactuar con 

otras proteínas, tales como la desacetilasa de histonas 1 (HDAC1) [67, 71] y la DNA 

metiltransferasa 1 (Dnmt1) [72].  

En este sentido, se conoce que E7 se une a HDAC1 vía su motivo de dedos de zinc a 

través de una proteína intermedia denominada Mi2β [67], en donde Mi2β es un componente 

del complejo de remodelación de nucleosomas y de desacetilación de histonas (NURD) que 

tiene la capacidad de modificar la estructura de la cromatina a través de la desacetilación de 

histonas y el reposicionamiento de nucleosomas dependiente de ATP [71, 73]. La formación 

de este complejo es necesario para el mantenimiento de los episomas virales, para controlar 

la proliferación celular y extender la vida celular [67, 71]. Aunado a esto, un ensayo de 

inmunoprecipitación de la cromatina en células de Ca Ski demostró que E7 y HDAC están 

físicamente asociados con el promotor de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC) y la desacetilación de histonas [74], así como la represión de la cromatina y la 

regulación negativa de los genes de clase I del MHC y la cadena pesada de MHC de clase I, 

y la represión de los genes que codifican el transportador asociado con la subunidad de 

procesamiento del antígeno 1 (TAP1) y la proteína 2 de bajo peso molecular (LMP2) [75]. 

Por otro lado, la asociación de E7 con Dnmt1 está dirigida y mediada por el dominio 

de dedos de cinc CR3 en E7, que se conoce contribuye a la funciones de transformación de 

E7 y estimula  la actividad de metiltransferasa de Dnmt1, lo que puede conducir a una 

metilación aberrante del genoma y la transformación celular como consecuencia del 

silenciamiento de genes supresores de tumor [72].  

 

III.6 E7 de VPH regula la expresión de genes celulares por mecanismos epigenéticos  

Se ha reportado que, en muestras que van desde cérvix normal a muestras de CaCu, 

los VPHs tipos 16 y 18 no solo activan la maquinaria de metilación celular para metilar el 
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DNA viral, sino que también se ha observado metilación en las regiones promotoras de los 

genes celulares CCNA1, C13ORF18, RARβ2, CDH1, DAPK1, hTERT1, hTERT2, HIC1 y 

TWIST1 [76]. Por lo tanto, la evidencia previa sugiere que E7 de VPH-AR tiene un papel 

importante en la activación de la maquinaria de metilación celular, regulando la transcripción 

de genes virales y celulares, ya sea durante la infección productiva del ciclo de vida del VPH 

o durante el proceso carcinogénico; sin embargo, los mecanismos por los cuales E7 podría 

estar involucrado en la regulación de la expresión génica a nivel de cromatina son poco 

conocidos. 

En este sentido, se ha observado que una característica común de varios tipos de 

cáncer asociados con virus es la disminución de la expresión de CDH1, que codifica para E-

cadherina, a través de mecanismos epigenéticos [77-79]. En el caso de los cánceres 

asociados con infecciones por VPH, se ha demostrado que E7 de VPH16 suprime la 

transcripción del gen CDH1, reduciendo la expresión de la proteína E-cadherina [80, 81]. 

Además, se ha reportado, en un modelo de células NIKS que se derivan de queratinocitos de 

prepucio, y células NIKS transfectadas ya sea con E7 de VPH16 (NIKS+E7) o con DNA 

episomal de VPH16 (NIKS+VPH16) que, E7 de VPH16 aumenta la expresión y la actividad 

de Dnmt1 [81]; sin embargo, las células NIKS no infectadas con VPH16 (NIKS) y 

NIKS+VPH16 no mostraron diferencias en el patrón de metilación de los sitios CpGs en las 

regiones promotoras de CDH1, ya que todos los sitios CpGs tanto en las células NIKS como 

en las células NIKS+VPH16 estaban desmetilados [81]. En este punto, es evidente que el 

VPH activa la maquinaria de metilación a través del complejo E7/Dnmt1; sin embargo, no 

está claro cómo el VPH induce la represión de CDH1 por mecanismos epigenéticos. 
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Figura 4. - Representación esquemática de la oncoproteína E7 de VPH16. A) Se visualizan los 37 residuos de 

aminoácidos del extremo amino de E7 conformado por las regiones CR1 (azul) y con CR2 (rojo), las cuales tienen 

similitud de secuencia con las regiones CR1 y CR2 de la proteína E1A del Adenovirus (Ad5), y se visualiza la 

región CR3 (verde) de E7, junto con los motivos CXXC (amarillo). Los residuos de aminoácidos idénticos y 

químicamente similares entre E7 de HPV16 y E1A de Ad5 están resaltados por recuadros rojos y azules, 

respectivamente. Las secuencias de CR1 son necesarias para la transformación celular y para la degradación de 

pRb, pero no contribuyen directamente a la unión de pRb. Las secuencias en CR2 incluyen el núcleo de sitio de 

unión a pRb (motivo LXCXE), que es necesario para la transformación celular, así como un sitio de fosforilación 

consenso de caseína quinasa II (CKII). La región carboxilo terminal de E7 (verde) (CR3) contiene un motivo de 

unión a un metal que puede funcionar como un dominio de dimerización e interviene en la asociación con 

múltiples proteínas celulares del huésped, incluidas las enzimas modificadoras de histonas, que también pueden 

contribuir en la transformación celular. B) Se muestran los sitios de interacción en E7 con reguladores 

transcripcionales conocidos. Los números 1 a 91 representan posiciones de aminoácidos. En algunos casos, la 

unión con reguladores transcripcionales puede estar reducida (indicada como “red”) o incrementada (indicada 

como “incr”) por la mutación de un residuo específico. Se indica la ubicación de la secuencia de localización 

nuclear (NLS) (líneas azules) y la secuencia de exportación nuclear (NES) (línea rosa). Los residuos de 

aminoácidos en color rojo son importantes para la dimerización y los residuos sombreados de gris son 

importantes para la unión de cullin-2 [49, 53, 58]. 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Dado que se ha demostrado que E7 de VPH-AR interactúa y activa a Dnmt1 y 

HDAC1, nos planteamos lo siguiente ¿E7 de VPH regula negativamente la expresión de 

CDH1 por algún mecanismo epigenético o por inducción de reguladores negativos de la 

expresión de CDH1? 

 

 

V. HIPÓTESIS 

La oncoproteína E7 de VPH-AR regula negativamente la expresión de CDH1 a través 

de dos vías: a) por un mecanismo epigenético, que involucra la metilación del DNA, y b) por 

una vía que es independiente de los mecanismos epigenéticos, por ejemplo, por inducción 

de reguladores negativos de la expresión de CDH1, tales como los represores 

transcripcionales Snai1 y Snai2 de la familia Snail. 

Para el presente estudio, las líneas celulares HeLa, SiHa y Ca Ski fueron 

seleccionadas, ya que son representativas de los tipos de cáncer más frecuentes del cuello 

uterino, y que además, poseen diferente carga viral y origen epitelial, por ejemplo: HeLa es 

un adenocarcinoma de cuello uterino que contiene de 10 a 50 copias del genoma de VPH-18 

integradas por célula; SiHa es un carcinoma de células escamosas que contiene de 1 a 2 

copias del genoma de VPH16 integradas por célula; y Ca Ski es un carcinoma epidermoide 

de cuello uterino que contiene de 500 a 600 copias del genoma de VPH16 integradas por 

célula [82-88]. 
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VI. OBJETIVO GENERAL 

 Determinar el patrón de metilación de la región promotora de CDH1 en líneas celulares 

positivas para VPH16 (SiHa y Ca Ski ) y VPH18 (HeLa), y su asociación con los factores 

de transcripción Snai1 y Snai2, que son reguladores negativos de la expresión de CDH1 

e inductores del proceso de transición epitelio-mesenquima (TEM) [89].  

 

VII. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar el patrón de metilación en la región promotora del gen CDH1, que codifica 

para E-Cadherina, en las líneas celulares HeLa, SiHa y Ca Ski, positivas a VPH-AR, y en 

la línea celular HaCaT, la cual es negativa a VPH. 

2. Determinar el patrón de metilación en la región promotora del gen CDH1 en las líneas 

celulares HeLa y SiHa tratadas con 5-aza-2'-desoxicitidina (5-AzadC) o con tricostatina A 

(TSA). 

3. Determinar el patrón de metilación en la región promotora del gen CDH1 en las líneas 

celulares HeLa y SiHa transfectadas con siRNA contra E7 de VPH 16 y 18. 

4. Determinar el nivel de expresión de CDH1, SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA y proteína 

en las líneas celulares HeLa, SiHa y Ca Ski, positivas a VPH-AR, y en la línea celular 

HaCaT, la cual es negativa a VPH. 

5. Determinar el nivel de expresión de CDH1, SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA y proteína 

en las líneas celulares HeLa y SiHa tratadas con 5-aza-2'-desoxicitidina (5-AzadC) o con 

tricostatina A (TSA). 

6. Determinar el nivel de expresión de CDH1, SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA y proteína 

en las líneas celulares HeLa y SiHa transfectadas con siRNA contra E7 de VPH 16 y 18. 

7. Relacionar si E7 de VPH induce cambios en el patrón de metilación de la región 

promotora de CDH1. 

8. Relacionar si E7 de VPH induce cambios en el nivel de expresión de CDH1 y en los 

reguladores negativos de la expresión de CDH1, tales como los represores 

transcripcionales Snai1 y Snai2 de la familia Snail. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

VIII. 1 Líneas celulares 

Según como fue reportado por la American Type Culture Collection (ATCC), HeLa es 

una línea celular derivada de un adenocarcinoma de cuello uterino de una mujer 

afroamericana y que contiene de 10 a 50 copias del genoma de VPH18 integradas por célula 

[82, 84, 85, 87, 88, 90, 91]. SiHa es una línea celular derivada de un carcinoma grado II de 

células escamosas de cuello uterino de una mujer asiática y que contiene de 1 a 2 copias del 

genoma de VPH16 integradas por célula [82-84, 90]. Ca Ski es una línea celular derivada de 

un carcinoma epidermoide de cuello uterino de una mujer caucásica y que contiene de 500 a 

600 copias del genoma de VPH16 integradas por célula [82, 86, 90]. Por otro lado, HaCaT es 

una línea celular epidérmica humana inmortalizada no tumorigénica derivada de 

queratinocitos de la piel. Todas las líneas celulares se autenticaron mediante perfiles de STR 

DNA (número de identificación DP0297) por el Centro de Secuenciación y Análisis de DNA 

de la Universidad de Colorado (Denver, CO, USA). Las líneas celulares HeLa, SiHa y HaCaT 

se cultivaron en DMEM (no. de cat. 12800-058; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Las 

células de Ca Ski se cultivaron en RPMI (no. de cat. 31800-014; Gibco; Thermo Fisher 

Scientific, Inc.). Todas las líneas celulares fueron suplementadas con suero fetal bovino al 

10% (SFB; no. de cat. 16000-044; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.) y penicilina-

estreptomicina a 1x (no. de catálogo 15140122; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.) y 

fueron incubadas en una cámara humidificada a 37 °C con tensión de CO2 al 5% en una 

incubadora de CO2 SANYO MCO-19AIC-UVH. 

Las células MCF-7, una línea celular derivada de un adenocarcinoma de mama, no 

transfectadas y las clonas estables de células MCF-7 transfectadas con un vector de 

expresión pcDNA 3.1 (Invitrogen; Thermno Fisher Scientific, Inc) con la región bisitrónica 

E6/E7 de VPH18 (MCF-7 pE6/E7) fueron proporcionadas por el Dr. Erick de la Cruz 

Hernández de la Universidad Autónoma Juárez de Tabasco, y fueron cultivadas con 800 

µg/mL de geneticina en medio DMEM/F12 por 3 semanas como previamente fue descrito 

[92-94]. Por otro lado, las células C33-A, una línea celular que deriva de un carcinoma de 

útero y cérvix negativa a VPH, no transfectadas y las clonas de C33-A establemente 

transfectadas con un plásmido pcDNAE7 (C33-A pE7/HPV16) fueron proporcionadas por el 

Dr. Patricio Gariglio del CINVESTAV-IPN, y fueron cultivadas con 800 µg/mL de geneticina 

en medio DMEM por 2 semanas como previamente fue reportado [95]. 
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VIII. 2 Tratamientos con 5-aza-2'-desoxicitidina (5-AzadC) y tricostatina A (TSA) 

La 5-AzadC causa la desmetilación o hemi-desmetilación del DNA, que da como 

resultado la activación del gen por efecto de la inhibición de la actividad de la DNA 

metiltransferasa [96]. La TSA se ha utilizado como un inhibidor de la desacetilasa de histona, 

dando lugar a la hiperacetilación de las histonas y por consiguiente a la relajación de la 

cromatina y la modulación de la expresión génica [97]. Tanto la 5-AzadC y el TSA fueron 

adquiridas con Sigma-Aldrich (Merck KGaA; no. de cat. A3656 y T8552, respectivamente) y 

fueron resuspendidas en DMSO grado Biología Molecular (Sigma-Aldrich; Merck KGaA; no. 

de cat. D8418) para obtener un stock de trabajo de 5-AzadC a 10.0 mM y un stock de trabajo 

de TSA de 1.0 mM. Los stocks de trabajo de 5-AzadC y TSA fueron alicuotados, se 

protegieron de la luz y se almacenaron a -80 °C para su posterior uso.  

Por triplicado, se sembraron 450,000 células de HeLa y 500,000 células de SiHa en 

cajas p60 y luego se trataron con 5 y 10 µM de 5-azadC y con 200 y 500 nM de TSA. Las 

células no tratadas (NT) o las células sometidas a tratamiento con DMSO se usaron como 

controles. El volumen total de medio de cultivo fue de 3 mL suplementado con 10% de SFB y 

sin antibióticos. Los ensayos se realizaron protegidos de la luz y las células se incubaron 

durante 48 horas a 37 °C con 5% de CO2. El medio de cultivo se cambió a las 24 h debido a 

la vida media del 5-AzadC y TSA. 

 

VIII. 3 Transfección de RNA pequeño de interferencia sintético (siRNA) 

Los siRNAs dirigidos contra E7 de VPH16 y VPH18 se diseñaron tal como fueron 

reportados en publicaciones previas [98, 99] (Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc.; IDs 

s237642 y s237640, respectivamente). La secuencia de siRNA contra el gen control de 

GAPDH se obtuvo de Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc. (Silencer® Select GAPDH 

siRNA (Hs, Mm, Rn); cat. no. 4390849). Los siRNAs se resuspendieron en agua destilada 

libre de DNAasa/RNAasa UltraPure ™ (no. de cat. 10977-015; Thermo Fisher Scientific, Inc) 

para obtener un stock de trabajo de 10 µM. Los siRNAs se dividieron en alícuotas y se 

almacenaron a -80 °C para su uso posterior. 

La transfección con los siRNAs se realizó por triplicado utilizando el kit siPORT™ 

NeoFX™ (no. de cat. AM4511; Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc.) de acuerdo con el 

protocolo del fabricante. En cada pozo se sembraron 75,000 células de HeLa y 80,000 

células de SiHa en una placa de cultivo celular de 12 pozos. Las células HeLa se 

transfectaron luego con 30 nM de siRNA contra E7 de VPH18 y las células SiHa se 
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transfectaron con 30 nM de siRNA contra E7 de VPH16. Por otro lado, 30 nM de siRNA 

dirigido a GAPDH se transfectó como un control positivo de transfección para ambas líneas 

celulares. Se usaron células no transfectadas (NT) o células sometidas a tratamiento con el 

agente de transfección siPORT™ NeoFX™ con medio Opti-MEM® I como controles de 

referencia para obtener los valores relativos; por otro lado, las células no transfectadas 

fueron usadas como control de referencia para la comparación de datos estadísticos. El 

volumen final de medio de cultivo de transfección fue de 1.2 mL, suplementado con 12% de 

SFB y sin antibióticos. Las células se incubaron durante 48 horas a 37ºC con 5% de tensión 

de CO2. La eficiencia de transfección fue determinada midiendo la expresión de E7 y GAPDH 

a nivel de mRNA. 

 

VIII. 4 Modificación con bisulfito de sodio y análisis de metilación del DNA 

El DNA genómico de las líneas celulares procedentes de los ensayos de los 

tratamientos con 5-AzadC y TSA y de las transfecciones con siRNAs se aisló utilizando el kit 

de purificación de DNA genómico The Wizard®, y se trataron 1.5 µg del DNA genómico con 

bisulfito de sodio, de acuerdo con el protocolo del fabricante del kit EZ DNA Methylation-

Gold™ (no. de cat. D5006; Zymo Research Corp.). La metilación de los sitios CpGs en la 

región promotora de CDH1 se analizó mediante el protocolo BSP (Bisulfite Sequencing PCR, 

PCR para secuenciación de DNA modificado con bisulfito de sodio) [26-30] o usando 

oligonucleótidos para el protocolo de PCR específica de metilación (MSP) proporcionados 

por el Dr. Alonso Dueñas González (INCan-UNAM); las condiciones de PCR para el 

protocolo de MSP fueron las mismas a las empleadas en el protocolo de BSP. La reacción 

de PCR se realizó en un volumen total de 25 µL, que contenía 1x del PCR Gold Buffer, 1 mM 

de dNTPs, 2 mM de MgCl2, 10 pMol de cada oligonucleótido fCDH1-BSP y rCDH1-BSP (las 

secuencias de los oligonucleótidos se muestran en la Tabla I), y 1 unidad de AmpliTaq 

Gold® DNA Polymerase (no. de cat. 4338856; Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, 

Inc.), y 300 ng del DNA modificado con bisulfito. Las condiciones de corrimiento de la PCR 

fueron: 95 °C durante 7 min, seguido de 35 ciclos (a 95 °C durante 35 segundos, 57 °C 

durante 35 segundos y 72 °C durante 60 segundos), con una etapa final de extensión de 72 

°C durante 7 minutos. Los productos de PCR fueron tratados usando ExoI (no. de cat. 

EN0581) y SAP (no. de cat. EF0651). Finalmente, los productos de PCR tratados se 

marcaron utilizando el kit BigDye® v3.1 Cycle Sequencing (no. de cat. 4337455; Applied 

Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) según las especificaciones del fabricante. Los 
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productos de PCR marcados fueron analizados en el equipo ABI PRISM™ 3100-Avant 

(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Los oligonucleótidos para BSP fueron 

diseñados utilizando el software MethPrimer v2.0 (The Li Lab; PUMCH; Chinese Academy of 

Medical Sciences) utilizando la secuencia de GenBank DQ335132.1 para el gen CDH1 [100]. 

Los datos de secuenciación obtenidos por BSP fueron visualizados utilizando el software 

Chromas v2.6.4 (Technelysium Pty. Ltd.) y fueron analizados con los programas de paquete 

informáticos Lasergene v7 (DNASTAR, Inc.). 

 

Tabla I. Secuencia de los oligonucleótidos usados para los ensayos de BSP y qPCR en diferentes 

blancos genéticos. 

Nombre del gen Tipo de ensayo Secuencia de los oligonucleótidos (5’→3’) 

CDH1 BSP 
Forward TTTTAGTAATTTTAGGTTAGAGGGTTAT 

Reverse AAACTCACAAATACTTTACAATTCC 

CDH1 qPCR 
Forward GTCAGTTCAGACTCCAGCCC 

Reverse AAATTCACTCTGCCCAGGACG 

SNAI1 qPCR 
Forward ACCACTATGCCGCGCTCTT 

Reverse  GGTCGTAGGGCTGCTGGAA 

SNAI2 qPCR 
Forward GACCCTGGTTGCTTCAAGGA 

Reverse TGTTGCAGTGAGGGCAAGAA 

E7 de VPH16 qPCR 
Forward CAGCTCAGAGGAGGAGGATG 

Reverse TGCCCATTAACAGGTCTTCC 

E7 de VPH18 qPCR 
Forward TGAAATTCCGGTTGACCTTC 

Reverse CACGGACACACAAAGGACAG 

GAPDH qPCR 
Forward AAGGTCGGAGTCAACGGATTTG 

Reverse CCATGGGTGGAATCATATTGGAA 

HPRT qPCR 
Forward GGACTAATTATGGACAGGACTG 

Reverse GCTCTTCAGTCTGATAAAATCTAC 

PCR para secuenciación de DNA modificado con bisulfito de sodio (BSP), PCR cuantitativa en tiempo real 

(qPCR). 

 

VIII. 5 Extracción de RNA, transcripción inversa y reacción en cadena de la polimerasa 

cuantitativa (qPCR) 

Las líneas celulares que fueron tratadas con 5-AzadC y TSA, así como las líneas 

celulares que fueron transfectadas con siRNAs, fueron sometidas a extracción de RNA total 

utilizando TRIzol® Reagent (no. de cat. 15596026; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.), 

posteriormente, el RNA total se trató con DNase I (no. de cat. EN0521; Invitrogen; Thermo 
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Fisher Scientific, Inc.) y se purificó con Direct-zol™ RNA MicroPrep (no. de cat. R2060; Zymo 

Research Corp.) de acuerdo con el protocolo del fabricante, esto con la finalidad de eliminar 

el DNA genómico residual y limpiar las reacciones enzimáticas que pudieran estar presentes 

en el RNA.  

El DNA complementario (cDNA) se obtuvo a partir del RNA purificado utilizando el kit 

de SuperScript™ IV First-Strand Syntesis (no. de cat. 18091050; Invitrogen; Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) según las especificaciones del fabricante. Posteriormente, 60 ng de cDNA se 

sometieron a qPCR para determinar los niveles de expresión de los genes de interés 

utilizando los cebadores enumerados en la Tabla I. Las condiciones de la qPCR utilizadas 

incluyeron una desnaturalización inicial de 95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de tres pasos 

de 95 °C durante 20 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 35 segundos, y 

un paso final de extensión a 72 °C durante 7 minutos, seguido de un análisis de curva de 

fusión de 65-95 °C. Todos los ensayos de la qPCR se procesaron en el equipo Rotor-Gene 

Q Series (Qiagen, Inc.) y se analizaron en el software Rotor-Gene Q Series v2.1.0 (Qiagen, 

Inc.). 

Para obtener los valores de los niveles de expresión de los genes CDH1, SNAI1, 

SNAI2, E7 de VPH16 y E7 de VPH18 en las líneas celulares HeLa, SiHa, Ca Ski y HaCaT, 

se usó una muestra comercial de cérvix normal negativo para VPH (Human Cervix Total 

RNA, no. de cat. AM6992, Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc.) como referencia para 

obtener los valores relativos. Los valores de ΔCt de cada gen se normalizaron con el gen de 

referencia GAPDH utilizando el método de Livak (2^ΔΔCq) [101]; el valor relativo de 1 para la 

muestra comercial de cérvix normal negativo para VPH no se graficó en la Fig. 7A. Para el 

análisis estadístico, la línea celular HaCaT se usó como referencia para la comparación, 

debido al hecho de que estas células son células epidérmicas humanas inmortalizadas no 

tumorigénicas. 

Para los experimentos que involucran el tratamiento de células HeLa y SiHa con 5-

AzadC y TSA, las células tratadas con DMSO se utilizaron como referencia para obtener el 

valor relativo; sin embargo, el valor relativo de 1 obtenido de estas células no se representó 

en la Fig. 8. Para los experimentos que involucran la transfección de células HeLa y SiHa 

con siRNAs, las células tratadas con el agente de transfección siPORT™ NeoFX™ con 

medio Opti-MEM® I se utilizaron como referencia para obtener el valor relativo; sin embargo, 

el valor relativo de 1 obtenido de estas células no fue representado en la Fig. 9. Los valores 

de ΔCt de los genes CDH1, SNAI1, SNAI2, E7 de VPH16 y E7 de VPH18 se normalizaron 



CDH1 y SNAI1 son regulados por E7 de Virus de Papiloma Humano tipo 16 y 18 

 
 

16 
 
Pedro Rosendo Chalma 

utilizando el método Livak (2^ΔΔCq) [101] utilizando el gen de referencia GAPDH para los 

ensayos de tratamientos 5-AzadC y TSA y el gen de referencia HPRT para los experimentos 

que involucran transfección con siRNAs. Para el análisis estadístico, se usaron células HeLa 

y SiHa no tratadas (NT) como las referencias para las comparaciones. 

 

VIII. 6 Extracción de proteínas y análisis de Western blot 

Las proteínas se obtuvieron utilizando un buffer de lisis que contiene 5 mM de EDTA, 

150 mM de NaCl, 5 mM de Tris-HCl a pH 9.0, 1% de Nonidet-P40 y 1.2 mg/mL del cóctel 

inhibidor de proteasas cOmplet™ (Roche Applied Science). Los extractos de proteína fueron 

forzados diez veces a través de una aguja de calibre 22 y se centrifugaron durante 10 

minutos a 17,000 x g a 4 °C. La concentración de proteína se determinó utilizando el método 

de Bradford. Posteriormente, se cargaron 30 mg de proteína y se sometieron a electroforesis 

en geles de SDS-poliacrilamida al 12%, seguido de transferencia en membranas de 

nitrocelulosa. La membrana se bloqueó por 1 hora con una solución que contenía 5% de 

leche en polvo sin grasa diluida en TBS 1x con 0.1% de Tween-20 (TBST) a 4 °C con 

agitación suave. Las membranas fueron incubadas toda la noche en TBST con las diluciones 

de anticuerpos contra: E-cadherina (no. de cat. Sc-8426; a una dilución de 1: 1,000), GAPDH 

(no. de cat. Sc-48167; a una dilución de 1: 1,000) y β-actina (no. de cat. Sc-1616; a una 

dilución de 1: 1,000), los cuales fueron adquiridos en Santa Cruz Biotechnology, Inc. Para el 

caso de los anticuerpos contra Snai1 (no. de cat. L70G2; a una dilución de 1: 1,000) y Snai2 

(no. de cat. C19G7; a una dilución de 1: 1,000), estos fueron obtenidos de Cell Signaling 

Technology, Inc., y las membranas fueron incubadas durante toda la noche con las 

diluciones de anticuerpo en TBST con 5% de BSA (no. de cat. 9998; Cell Signaling 

Technology, Inc). 

Los anticuerpos secundarios goat anti-mouse IgG-HRP (no. de cat. sc-2005; a una 

dilución de 1: 10,000) y donkey anti-rabbit IgG-HRP (no. de cat. sc-2313; a una dilución de 1: 

10,000) y donkey anti-goat IgG-HRP (no. de cat. sc-2020; 1: 5,000) fueron adquiridos de 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., fueron diluidos en TBST con 5% de leche en polvo sin grasa 

e incubados durante dos horas a temperatura ambiente.  

Se utilizó el sustrato Immobilon Western Chemiluminescent HRP (EMD Millipore) para 

la detección de proteínas, la inmunodetección se visualizó con el equipo de escáner C-DiGit 

Blot (Li-Cor Biosciences); y lás imágenes inmunodetectadas fueron procesadas con el 

software Image Studio™ Lite v5.2 (Li-Cor Biosciences). 
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Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con dos anticuerpos primarios de 

la siguiente manera: (i) la incubación se realizó como se detalla previamente contra un 

anticuerpo primario seleccionado de E-cadherina, Snai1 o Snai2 con su respectivo 

anticuerpo secundario, (ii) la imagen se adquirió en  el escáner C-DiGit Blot, posteriormente 

(iii) se realizaron tres lavados durante 5 minutos con TBST, y (iv) la membrana se volvió a 

incubar contra un segundo anticuerpo primario seleccionado de GAPDH o β-actina con su 

respectivo anticuerpo secundario como se especificó previamente, (v) la inmunodetección se 

realizó en el escáner C-DiGit Blot. 

 

VIII. 7 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó en el software GraphPad Prism v4.0 (GraphPad 

Software, Inc.). ANOVA de una vía con prueba Turkey post hoc fue usada para evaluar 

diferencias significativas en el nivel de expresión génica y niveles de metilación para los 

tratamientos con 5-AzadC, TSA y siRNA. Los resultados se presentaron como media±DS. Se 

consideró una p<0.05 para indicar una diferencia estadísticamente significativa. 
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IX. RESULTADOS 

IX. 1 Diferentes patrones de metilación en la región promotora de CDH1 están 

presentes en las líneas celulares de cáncer positivas a VPH tipo 16 y 18 

Se detectó un patrón de metilación sitio específico común en ciertas islas CpGs (-160, 

-150, -131 y -122) de la región promotora de CDH1 en líneas celulares HeLa y SiHa. Otras 

islas CpGs fueron identificadas (-45, -136, -105, -103, -83, -57, -52, -45, -36, -13, +6 y +9) 

que están metiladas únicamente en la línea celular HeLa. Notablemente, la línea celular Ca 

Ski no mostró metilación de ninguno de los 17 sitios CpG del promotor de CDH1 que fueron 

analizados (Fig. 5B). La cuantificación de los niveles de metilación en la región promotora de 

CDH1 indicó que las células HeLa presentaron una frecuencia de metilación del 88.24%, las 

células SiHa exhibieron una frecuencia de metilación del 17.65% y las células de Ca Ski 

demostraron una frecuencia del 0% (Fig. 5C). 

Con base en el hallazgo de estudios previos [80, 81, 86, 89], nuestros primeros 

ensayos se realizaron utilizando las líneas celulares C33-A, C33-A transfectadas con 

pE7/VPH16 (C33-A pE7/VPH16), MCF-7 y MCF-7 transfectadas con pE6/E7 de VPH18 

(MCF-7 pE6/E7) como modelos de cáncer negativos para VPH. La validación de la selección 

de clonas estables de las células C33-A y MCF-7 transfectadas con pE7/VPH16 y con 

pE6/E7 de VPH18 respectivamente, se realizó evaluando la expresión de E7 a nivel de 

mRNA por RT-PCR (Fig. 6B). Sin embargo, C33-A en comparación con C33-A pE7/VPH16 y 

MCF-7 en comparación con MCF-7 pE6/E7 no mostraron diferencias en el estado de 

metilación de sus regiones promotoras de CDH1 (Fig. 6A) o en la expresión de E-cadherina 

a niveles de mRNA y proteínas (Fig. 6B y C). Debido a que la línea celular MCF-7 es un 

adenocarcinoma que se deriva de la glándula mamaria y tiene un fenotipo epitelial con un 

alto nivel de expresión de CDH1 similar al observado en la línea celular Ca Ski, y debido a 

que la línea celular C33-A originalmente no expresa CDH1, las líneas celulares C33-A y 

MCF7 se eliminaron del presente estudio debido a que no fue posible correlacionar el efecto 

de la oncoproteína E7 en la supresión de la expresión de CDH1, ni en los patrones de 

metilación en la región promotora de CDH1. 

 

IX. 2 Los niveles de metilación en la región promotora de CDH1 se asocian con los 

niveles de expresión de mRNA y proteína de CDH1. 

El análisis de la expresión de CDH1 en las diferentes líneas celulares mostró una 

disminución significativa del nivel de mRNA de CDH1 en las líneas celulares HeLa (P<0.001) 
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y SiHa (P<0.01) en comparación con la línea celular HaCaT (Fig. 7A). Se observó una 

disminución similar a nivel de proteína (Fig. 7B). En contraste, la línea celular Ca Ski mostró 

una alta expresión de CDH1, similar a la línea celular control HaCaT, tanto a nivel de mRNA 

como de proteína (Fig. 7A y B). 

 

 

Figura 5. Diferencias en el patrón de metilación de la región promotora del gen CDH1 en diferentes líneas 

celulares. En (A) se muestra la ubicación de diferentes elementos tales como motivos E-box y GC-box que 

regulan la transcripción en la región promotora del gen CDH1, las líneas verticales en rojo indican cada sitio CpG 

contenido en la región promotora de CDH1. En (B) se muestra un diagrama de metilación tipo lollipop de 

secuenciación de la región promotora de CDH1 en líneas celulares HeLa, SiHa y Ca Ski que derivan de diferentes 

tipos de cáncer de cuello uterino y que son positivas a VPH-AR; y de HaCaT, que es una línea celular no 

tumorigénica de queratinocitos humanos inmortalizados; así como de un control negativo a metilación, DNA de 

linfocitos humanos (DNA no metilado); y de un control positivo a metilación, DNA de linfocitos humanos tratados 

con la metilasa M.SssI (DNA metilado). Un círculo negro (●) indica una CpG metilada y un círculo blanco (○) 

indica una CpG no metilada. En (C) se muestra la cuantificación de la frecuencia de metilación del promotor 

CDH1 en las líneas celulares HeLa, SiHa y Ca Ski. 
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Figura 6. Estado de metilación de la 

región promotora del gen CDH1 y 

expresión a nivel de mRNA y proteína de 

CDH1 en las líneas celulares C33-A y 

MCF-7. En (A) se muestra el estado de 

metilación para la región promotora de 

CDH1 determinada por la técnica de MSP 

(PCR específica de metilación) en las líneas 

celulares C33-A y MCF-7, así como en las 

transfecciones C33-A pE7/VPH16 y MCF-7 

pE6/E7. El DNA de linfocitos fue utilizado 

como control negativo de metilación, y el 

DNA de la línea celular HeLa y el DNA de 

linfocitos tratados con la metilasa M.SssI 

fueron utilizados como controles positivos 

de metilación. En (B) se muestra el nivel de 

expresión de mRNA para CDH1 (E-

cadherina) y GAPDH mediante la técnica de 

retro-transcripción-PCR (RT-PCR). Se 

detectó el mRNA de E7 de VPH tipo 16 y 18 

con la finalidad de determinar la eficiencia 

de transfección de las líneas celulares C33-

A pE7/VPH16 y MCF-7 pE6/E7. Las líneas 

celulares HeLa, CaLo, SiHa y Ca Ski se 

utilizaron como controles positivos de 

expresión de E7. En (C) se muestra la 

expresión a nivel de proteína de E-

cadherina y β-actina mediante la técnica de 

Western blot. 

 

 

IX. 3 El nivel de expresión de CDH1 está asociado con el nivel de expresión de SNAI1. 

El presente estudio midió la expresión de SNAI1 y SNAI2 para probar la hipótesis de 

que la expresión de CDH1 está regulada por los factores de transcripción Snai1 y Snai2, que 

son mediadores de la TEM al regular negativamente la expresión de CDH1 [89, 102-104]. 

Los resultados revelaron que el nivel de expresión de SNAI1 está incrementado 

significativamente a nivel de mRNA en HeLa (P<0.0001) y en células SiHa (P<0.001), pero 

está reducido significativamente en células Ca Ski (P<0.01) en comparación con las células 
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HaCaT (Fig. 7A). Notablemente, se observó que este resultado se vio reflejado a nivel de 

proteína también (Fig. 7B). No se observaron diferencias significativas en la expresión de 

SNAI2, tanto en los niveles de mRNA (Fig. 7A) como de proteína (Fig. 7B) entre todas las 

líneas celulares. Dado que la línea celular Ca Ski presenta un fenotipo no mesenquimático y 

un alto nivel de expresión de E-cadherina, con baja expresión de Snai1 y Snai2, se decidió 

no continuar con futuros análisis en el presente estudio de esta línea celular. 

 

 

Figura 7. Diferencias en la expresión a nivel de mRNA y proteína de CDH1, SNAI1 y SNAI2 en las líneas 

celulares HeLa, SiHa, Ca Ski y HaCaT. (A) Una PCR cuantitativa fue realizada para medir el nivel de expresión 

del mRNA de los genes CDH1, SNAI1 y SNAI2 en las líneas celulares indicadas. Los valores de *P<0.05, 

**P<0.01 son en relación con la línea celular HaCaT. En (B) se muestra la expresión de proteínas de E-cadherina, 

Snai1 y Snai2 evaluadas por Western blot en las líneas celulares antes indicadas. GAPDH se utilizó como control 

de carga. 

 

IX. 4 Los tratamientos con 5-AzadC y TSA ejercen un efecto sobre el patrón de 

metilación y sobre la reexpresión de CDH1. 

Las líneas celulares HeLa y SiHa fueron tratadas con diferentes concentraciones de 

5-AzadC y TSA, seguido de un análisis de los niveles de expresión de CDH1, SNAI1 y 

SNAI2. Las células HeLa y SiHa tratadas con el vehículo (DMSO) se utilizaron para 

normalizar los valores de expresión relativa, así como para realizar comparaciones en el 

análisis estadístico. 

Los resultados demostraron que en la línea celular HeLa, el patrón de metilación se 

mantuvo en los sitios CpG -103, -105 y -160 de la región promotora de CDH1 después de los 

tratamientos con 5-AzadC y TSA. Por el contrario, en la línea celular SiHa, esta región se 
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desmetiló completamente en los tratamientos con 5-AzadC a 5 y 10 µM y TSA a una 

concentración de 500 nM y solo el sitio CpG -52 se mantuvo metilado después del 

tratamiento con TSA a 200 nM (Fig. 8A y C). En términos de nivel de metilación posterior al 

tratamiento y teniendo como referencia las líneas celulares HeLa y SiHa no tratadas, se 

observó en la línea celular HeLa, una disminución en la metilación del 76.48% en ambos 

tratamientos con 5-AzadC a 5 y 10 µM, mientras que con los tratamientos con TSA a 200 y 

500 nM se observó una disminución en la metilación del 68.63%. Por el contrario, en la línea 

celular SiHa, se observó una disminución del 21.57% con los tratamientos con 5-AzadC a 5 y 

10 µM y el tratamiento con TSA a 500 nM, mientras que con el tratamiento con TSA a 200 

nM se observó una disminución en la metilación del 17.65%. En este sentido, se demostró 

en ambas líneas celulares, que el tratamiento con 5-AzadC y TSA disminuyó 

significativamente el nivel de metilación (P<0.001, Fig. 8B y D). Sin embargo, no hay 

diferencias significativas entre los dos tratamientos (5-AzadC y TSA) en el efecto de 

disminuir los niveles de metilación en la región promotora de CDH1.  

Por otro lado, en la línea celular HeLa, los tratamientos con 5-AzadC a 10 µM (P= 

0.004) y TSA a 500 nM (P= 0.03) aumentaron significativamente la expresión de CDH1 tanto 

a nivel de mRNA como de proteína (Fig. 9A y G). Además, TSA a 500 nM aumentó 

significativamente la expresión de SNAI1 a nivel de mRNA (P= 0.01; Fig. 9B) en células 

HeLa sin cambios aparentes a nivel de proteína (Fig. 9I). En la línea celular SiHa, la 

expresión de CDH1 aumentó significativamente a nivel de mRNA con 5-AzadC a 5 y 10 µM 

(P<0.05 y P<0.01 respectivamente) o con TSA a 500 nM (P=0.004) (Fig. 9D); un efecto 

similar a nivel de proteína fue observado (Fig. 9H). Conjuntamente, la expresión de SNAI1 a 

nivel de mRNA aumentó significativamente con 5-AzadC a 10 μM (P=0.004) y TSA a 500 nM 

(P=0.01) (Fig. 9E) sin cambios aparentes a nivel de proteína (Fig. 9J), similar a lo observado 

en HeLa. 

Notablemente, se observó que los tratamientos con 5-AzadC y TSA también 

aumentaron los niveles de expresión de mRNA de SNAI1 en las líneas celulares HeLa (Fig. 

9B) y SiHa (Fig. 9E); sin embargo, no se observaron cambios aparentes a nivel de proteína 

en ambas líneas celulares (Fig. 9I y J). La expresión de SNAI2 no se modificó 

significativamente a nivel de mRNA bajo cualquier condición de tratamiento en ambas líneas 

celulares (Fig. 9C y F). 
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Figura 8. Cambios en el patrón de metilación del promotor de CDH1 en líneas celulares HeLa y SiHa 

después del tratamiento con 5-AzadC y TSA. Diagramas de metilación tipo lollipop muestran los cambios en el 

patrón de metilación en los sitios CpG de la región promotora de CDH1 en las líneas celulares (A) HeLa y (C) 

SiHa después de los tratamientos con 5-AzadC y TSA en comparación con las células no tratadas (NT) y tratadas 

con vehículo. Un círculo negro (●) indica una CpG metilada y un círculo blanco (○) indica una CpG no metilada. 

Cuantificación de la frecuencia de metilación del promotor CDH1 en las líneas celulares (B) HeLa y (D) SiHa 

después del tratamiento con las concentraciones indicadas de 5-AzadC y TSA en comparación con las células 

NT. *P<0.05, **P<0.01 frente a células no tratadas (NT). 
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Figura 9. Cambios en los niveles de expresión de CDH1, SNAI1 y SNAI2 en células HeLa y SiHa después 

del tratamiento con 5-AzadC y TSA. Graficas de qPCR que muestran los niveles de expresión de mRNA de 

CDH1, SNAI1 y SNA2 en (A-C) HeLa y (D-F) SiHa después de los tratamientos con 5-AzadC y TSA en 

comparación con las células no tratadas (NT); *P<0.05, **P<0.01 frente a células no tratadas (NT). Expresión 

proteica de E-cadherina en las líneas celulares (G) HeLa y (H) SiHa. Expresión proteica de Snai1 en las líneas 

celulares (I) HeLa y (J) SiHa después de los tratamientos indicados. 

 



CDH1 y SNAI1 son regulados por E7 de Virus de Papiloma Humano tipo 16 y 18 

 
 

25 
 
Pedro Rosendo Chalma 

IX. 5 La supresión de E7 por siRNA modifica los patrones de metilación del promotor 

de CDH1 e induce la expresión de CDH1 en líneas celulares HeLa y SiHa 

Para examinar la participación de E7 en el patrón de metilación y en la expresión de 

CDH1, las líneas celulares HeLa y SiHa fueron transfectadas con siRNAs contra E7, lo que 

dio como resultado una reducción del 57.9% y 42.5% en el nivel de mRNA de E7, 

respectivamente (Fig. 10A y C). En la línea celular HeLa, la reducción de E7, condujo a la 

desmetilación de los sitios CpG del promotor de CDH1 localizados entre las posiciones +9 a -

45, así como en las posiciones -103 y -122 a -136 (Fig. 10A). Por otro lado, en la línea 

celular SiHa, se observó una desmetilación total en el promotor de CDH1 después del 

silenciamiento de E7 (Fig. 10C). Por lo tanto, el silenciamiento parcial de E7 en las líneas 

celulares HeLa y SiHa produjo una disminución significativa en la metilación de la región 

promotora de CDH1 en comparación con las células control no transfretadas (P<0.001; Fig. 

10B y D). Concomitantemente, se observaron niveles aumentados de mRNA y proteína de 

CDH1 después del silenciamiento de E7 en HeLa (Fig. 11B y F) y SiHa (Figura 11B y G). El 

uso de Silencer® Select GAPDH siRNA como control positivo de siRNA excluyó la posibilidad 

de que los cambios en el patrón de metilación del promotor de CDH1 pudieran deberse a las 

condiciones del transfección de los siRNA, sin embargo, se observó que el silenciamiento de 

GAPDH no indujo cambios significativos en el patrón de metilación del promotor de CDH1 en 

las líneas celulares HeLa (P=0.7140; Fig. 10B) y SiHa (P=0.3248; Fig. 10D); por lo tanto, los 

cambios en el patrón de metilación de debieron al silenciamiento de E7. 

 

IX. 6 La supresión de E7 por siRNA disminuye la expresión de SNAI1 y SNAI2 en las 

líneas celulares HeLa y en SiHa 

Se identificó que el silenciamiento de E7 no solo induce la expresión de CDH1, sino 

que también disminuye significativamente la expresión de SNAI1 y SNAI2 (P<0.001) en las 

líneas celulares HeLa y SiHa (Figs. 11D, E, H e I). Esto podría indicar que E7 no solo está 

involucrado en la supresión de la expresión de CDH1, sino que también regula la expresión 

de SNAI1 y SNAI2, los cuales regulan negativamente a CDH1. No se observaron cambios 

significativos en la expresión de E7, CDH1, SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA seguido del 

silenciamiento de GAPDH en las líneas celulares HeLa y SiHa (P>0.5; Fig. 11A, B, D y E). 

Sin embargo, se observó que el silenciamiento de GAPDH dio como resultado una 

disminución de Snai1 a nivel de proteína en la línea celular HeLa (Fig. 11H). 



CDH1 y SNAI1 son regulados por E7 de Virus de Papiloma Humano tipo 16 y 18 

 
 

26 
 
Pedro Rosendo Chalma 

Debido a que se utilizaron los housekeeping GAPDH y HPRT para normalizar los 

niveles de expresión de los genes estudiados, no se observaron diferencias significativas en 

la reducción de la expresión de SNAI1 a nivel de mRNA (Fig. 11D). En este sentido, 

adicionalmente se determinó el nivel de expresión de los genes GAPDH, CDH1 y SNAI1, los 

cuales fueron normalizardos contra β-ACTINA, en donde se observó que GAPDH se expresa 

2.6 veces más en HaCaT, 1.6 veces más en HeLa, 3.3 veces más en SiHa y 3.8 veces más 

en Ca Ski, comparados con una muestra comercial de cérvix normal (Human Cervix Total 

RNA, AM6992, Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc.) (Fig. 12). 

 

Figura 10. El silenciamiento de E7 de VPH tipo 16 y 18 modifica el patrón de metilación del promotor CDH1 

en las líneas celulares HeLa y SiHa. Diagramas de metilación tipo lollipop muestran los cambios en el patrón de 

metilación en sitios CpG de la región promotora de CDH1 en las líneas celulares (A) HeLa y (C) SiHa después de 

la transfección con siRNAs dirigidos contra E7 y GAPDH en comparación con células de control sin transfectar 

(NT) y control de vehículo. Un círculo negro (●) indica una CpG metilada y un círculo blanco (○) indica una CpG 

no metilada. Frecuencia de metilación del promotor de CDH1 en células (B) HeLa y (D) SiHa después de la 

transfección con siRNA dirigido contra E7 de VPH18, E7 de VPH16 y GAPDH en comparación con células no 

transfectadas (NT). 
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Figura 11. El silenciamiento de E7 de VPH tipo 18 y 16 modifica la expresión de los genes CDH1 y SNAI1 

en líneas celulares HeLa y SiHa. En (A-E) se muestran los niveles relativos de expresión de mRNA de E7, 

CDH1, GAPDH, SNAI1 y SNAI2 en líneas celulares HeLa y SiHa después de la transfección con siRNAs contra 

E7 y GAPDH. *P <0.05, **P<0.01 frente a células no transfectadas (NT). Expresión proteica de E-cadherina, 

Snai1, GAPDH y β-actina en las líneas celulares (F y H) HeLa y (G e I) SiHa después de la transfección con 

siRNAs dirigidos contra E7 y GAPDH. 
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Figura 12. Diferencias en los niveles de expresión de los genes 

CDH1, SNAI1, GAPDH y β-ACTINA en las líneas celulares 

HaCaT, HeLa, SiHa y Ca Ski, evaluados mediante qPCR. Una 

muestra comercial de cérvix normal negativo para VPH (Human 

Cervix Total RNA, AM6992, Ambion; Thermo Fisher Scientific, Inc.) 

se utilizó como control de referencia para obtener los valores 

relativos. Los valores de ∆Ct de cada gen se normalizaron con el 

gen de referencia β-ACTINA utilizando el método de Livak (2 ^∆∆Cq). 
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X. DISCUSIÓN 

Es ampliamente conocido que el VPH-AR activa la maquinaria de metilación celular, 

que no solo metila a su propio genoma, sino que también las regiones promotoras de genes 

celulares [76]. En este contexto, Laurson et al., demostraron que E7 no solo induce la 

expresión de Dnmt1, sino que también suprime la expresión del gen CDH1, que codifica la E-

cadherina [81]. Se ha reportado que la reducción de E-cadherina contribuye a la persistencia 

del VPH [81], concordando con otros estudios que indican que E7 interactúa e induce la 

expresión de Dnmt1, desencadenando su actividad de metilación de novo [72] (Fig. 13A). 

Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos reportados previamente por Laurson et 

al., en el que E7 de VPH16 suprimió la expresión de CDH1 [81]. Sin embargo, en este 

estudio previo no se observaron diferencias significativas en el patrón de metilación de la 

región promotora de CDH1 de las células NIKS que sobreexpresan E7, ya que los 17 sitios 

CpGs analizados no estaban metilados. Por otro lado, Laurson et al., mostró que el 

tratamiento con 5-AzadC restableció la expresión de CDH1 a nivel de mRNA y proteínas 

[81]; sin embargo, la concentración de 5-AzadC utilizada no se estableció y los cambios en la 

expresión de otros genes celulares no se analizaron. 

Además, en el presente estudio se evaluó la reexpresión de CDH1 a nivel de mRNA y 

proteína en las líneas celulares HeLa (Fig. 9A y G) y SiHa (Fig. 9D y H) tratadas con 5-

AzadC y TSA, así como los cambios en el patrón de metilación de la región promotora de 

CDH1 (Fig. 8A y C). Adicionalmente, aunque TSA no es un agente desmetilante; nosotros 

observamos una desmetilación en el promotor de CDH1 después del tratamiento con TSA. 

Este efecto concuerda con otros estudios que han reportado que la TSA no solo induce la 

acetilación de histonas al inhibir la actividad desacetilasa de histonas, sino que también, se 

asocia con un efecto desmetilante del DNA, esto probablemente, derivado de la modificación 

de las histonas, que podría conducir que un gen sea susceptible de desmetilación del DNA 

por la maquinaria de desmetilación [105, 106]. 

Por otro lado, se observó un aumento a nivel de mRNA en SNAI1  después del 

tratamiento con TSA a 500 nM en células HeLa (Fig. 9B), mientras que en la línea celular 

SiHa se observó un incremento a nivel de mRNA en SNAI1 después del tratamiento con 5-

AzadC a 10 µM y TSA a 500 nM (Fig. 9E); sin embargo, no se observaron cambios de SNAI1 

a nivel de proteína en ambas líneas celulares (Fig. 9I y J). Este resultado concuerda con 

otros estudios en los que tales tratamientos no solo restablecieron la expresión de CDH1, 

sino que también indujeron una sobreexpresión de SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA [105-
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108], lo que probablemente se deba a modificaciones en el patrón de metilación en regiones 

promotoras de SNAI1 y SNAI2 [109]. En este contexto, el papel de la regulación del gen de 

SNAI1 por los mecanismos epigenéticos es en gran parte desconocido. Un estudio previo 

mostró que el tratamiento con 5-AzadC en células de fibroblastos IMR90, células madre 

pluripotentes inducidas (iPSC) de IMR90, BeWo y HTR8/SVneo indujo una mayor expresión 

de SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA y que la regulación de ambos genes está mediada por 

metilación del DNA del primer intrón y no por la metilación del DNA de su región promotora; 

sin embargo, este estudio previo no determinó la expresión de estos genes a nivel de 

proteína [109]. En este sentido, en el presente estudio, no determinamos el estado de 

metilación de la región promotora de SNAI1 debido a que dicho gen es transcripcionalmente 

activo tanto en las células HeLa como en las células SiHa (Fig. 7A y B). Las diferencias 

observadas en el efecto sobre la expresión de SNAI1 a nivel de mRNA y proteína por los 

tratamientos con 5-AzadC y TSA indican que probablemente hay otros factores que regulan 

la expresión de SNAI1 a nivel de proteína en ambas líneas celulares. 

Por otro lado, los resultados publicados por Laurson et al., sugirieron que en el 

modelo de células NIKS, la supresión de la expresión de CDH1 por E7 era independiente del 

estado de metilación de la región promotora de CDH1 [81], como se observó en la línea 

celular SiHa en el presente estudio (Figs. 5B y C; 7A y B; 8C-D y 9D). El estudio anterior 

también sugirió que la represión de CDH1 podría regularse a través de SNAI2 (SLUG); sin 

embargo, reportaron que la expresión de SNAI2 no fue alterada por la presencia de E7 [81]. 

Los resultados actuales, revelaron que SNAI1 está expresado a nivel de mRNA y proteína en 

las líneas célules HeLa y SiHa (Fig. 7A y B); por otro lado, la expresión de SNAI2 fue apenas 

detectable en las líneas celulares HaCaT y Ca Ski a nivel de mRNA (Fig. 7A y B). En este 

sentido, se ha demostrado que SNAI2 está regulado positivamente en los queratinocitos 

(células HaCaT) solo durante el proceso de motilidad celular y curación de heridas [110]. 

Adicionalmente, se identificó que luego de silenciar a E7 de VPH16 y VPH18, la 

expresión de CDH1 fue reestablecida en las células HeLa y SiHa, lo que concuerda con un 

estudio previo de Caberg et al [80]. En dicho estudio se reportó que después de 24 h de 

transfección con siRNA contra E7 de VPH16 en células SiHa, CDH1 se volvió a expresar y 

se detectó un aumento de la proteína de retinoblastoma (pRb) y la proteína activadora 2α 

(AP2α), en donde pRb  es el principal responsable del check point en la fase G1, bloqueando 

la entrada a la fase S y el crecimiento celular, no se detectaron cambios en los niveles de 

expresión de mRNA de SNAI1 y SNAI2 [80]. Por otro lado, el presente estudio demostró que 
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después de 48 h de transfección con siRNA contra E7 de VPH16 y VPH18, se observaron 

cambios en el patrón de metilación de la región promotora de CDH1 tanto en HeLa (Fig. 10A 

y B) como en SiHa (Fig. 10C y D). Además, se identificó un aumento en los niveles de 

expresión de CDH1 tanto a nivel de mRNA (Fig. 11B) y de proteína (Fig. 11F y G), así como 

una disminución de SNAI1 y SNAI2 a nivel de mRNA (Fig. 11D-E) y proteína (Fig. 11H e I). 

Por lo tanto, los resultados actuales sugieren que E7 no solo suprime la expresión de CDH1 

a través de la metilación de su promotor, sino que también regula positivamente la expresión 

de SNAI1, un regulador negativo de CDH1 involucrado en la TEM y asociado con metástasis 

[89, 102-104]. Esto resultados concuerdan también con el mecanismo de acción reportado 

para otros virus oncogénicos, en donde la proteína X del VHB (HBx), la proteína core del 

VHC y la proteína de la membrana latente 1 (LMP1) del VEB promueve la TEM y la 

metástasis al inducir la expresión de SNAI1 y la supresión de la expresión de CDH1 [111-

114]. 

Además, en el presente estudio se observó que después de silenciar GAPDH con 

siRNA, la expresión de SNAI1 fue parcialmente suprimida en células HeLa a nivel de 

proteína (Fig. 11H) pero no a nivel de mRNA (Fig. 11D). Esto es consistente con un estudio 

previo que demostró que la interacción de GAPDH con Sp1 da como resultado un aumento 

de la expresión de Snai1, que promueve la proliferación y metástasis de las células 

cancerosas, y que la supresión de GAPDH con shRNA dio como resultado una disminución 

significativa de Snai1 en las líneas celulares HCT116 y LoVo [115]. Lo que sugiere que 

GAPDH podría desempeñar un papel durante el proceso metastásico del adenocarcinoma 

de cuello uterino (HeLa) al afectar la TEM a través de la regulación positiva de la expresión 

de Snai1 mediada por Sp1, similar a la función reportada en el cáncer de colon [115], pero se 

requieren estudios adicionales para aclarar este punto. 

Por otro lado, actualmente se desconoce cómo el VPH podría activar la expresión de 

SNAI1; sin embargo, se ha reportado en otros tipos de cánceres asociados a virus que las 

proteínas HBx, core y LMP1 aumentan la expresión de SNAI1 a través de la activación de las 

vías PI3K/Akt y MAPK por acción de TGF-β [111, 116-119], que concuerda con un estudio 

previo de Peinado et al., en el que se reportó que TGF-β induce la transcripción SNAI1 en 

donde las vías MAPK y PI3K están implicadas [120]. 

En el presente estudio, no determinamos qué vías de señalización podrían participar 

en la regulación de la expresión de SNAI1; sin embargo, estudios previos han reportado que 

la infección por VPH-AR activa la vía PI3K/Akt/mTOR [21], en el que E7 del VPH regula 
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positivamente la actividad de Akt a través de la proteína pRb [121] y que TGF-β estimula la 

TEM y la invasión tumoral en células SiHa [122]. 

 

 

Figura 13. Modelo esquemático que demuestra cómo E7 de VPH-AR puede inducir la TEM a través de 

Snai1. (A) Esquematiza a proteínas que interactúan con E7 o cuya expresión es inducida por E7. La pérdida de la 

función de E2, ya sea por el fenómeno de integración o por la metilación de los sitios de unión a E2 en la región 

larga de control (LCR) del VPH, da a lugar a la expresión desregulada de las oncoproteínas E6 y E7. La 

oncoproteína E7 desempeña un papel importante en la regulación de varias vías; E7 induce la proliferación 

celular a través de pRb. Además, E7 no solo induce la expresión de Dnmt1 y HDAC1, sino que también interactúa 

físicamente con ellos, lo que promueve la regulación epigenética de sus propios genes virales y de genes 

celulares. Los hallazgos presentados en este estudio indican que E7 no solo suprime la expresión de CDH1 a 

través de la metilación de su región promotora, sino que también induce la expresión de Snai1, que es un 

regulador negativo de la expresión de CDH1. En (B y C) se ilustran modelos propuestos de cómo E7 podría 

regular la expresión de CDH1. VPH, Virus de Papiloma Humano; CDH1, cadherina 1; Dmnt1, ADN 

metiltransferasa 1; HDAC1, desacetilasa de histona tipo 1; HIF-1α, factor 1α inducible por hipoxia; pRb, proteína 

del retinoblastoma. 

 

 



CDH1 y SNAI1 son regulados por E7 de Virus de Papiloma Humano tipo 16 y 18 

 
 

33 
 
Pedro Rosendo Chalma 

XI. CONCLUSIÓN 

Los resultados actuales indican que E7 de VPH-AR puede regular la expresión de 

CDH1 por dos vías diferentes en las que Snai1 está involucrado. La primera vía implica la 

hipermetilación de la región promotora de CDH1 y la expresión de Snai1, como se observa 

en la línea celular HeLa (Fig. 13B). La segunda vía implica la hipometilación de la región 

promotora de CDH1 con la expresión de Snai1 como se observa en la línea celular SiHa 

(Fig. 13C), sugiriendo así que CDH1 y SNAI1 podrían considerarse como biomarcadores de 

metástasis en el cáncer de cuello uterino.  

 

XII. FUTUROS ALCANCES 

En este sentido, los datos obtenidos en el presente estudio permitieron el ingreso 

ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) de la solicitud de patente con 

número de expediente MX/a/2019/014593, que en resumen reclama:  

1. Un método y un kit para identificar que un tumor asociado a VPH presenta un 

potencial metastásico o un fenotipo mesenquimal, en donde el tumor asociado 

a VPH es una lesión neoplásica o un cáncer procedente de un sujeto. 

2. Un inhibidor de DNA metiltransferasas para usarse en el tratamiento de un 

tumor que previamente ha sido identificado como que presenta un potencial 

metastásico o un fenotipo mesenquimal. 

3. Un inhibidor de desacetilasas de histonas para usarse en el tratamiento de un 

tumor que previamente ha sido identificado como que presenta un potencial 

metastásico o un fenotipo mesenquimal. 

4. Un siRNA dirigido contra E7 de VPH-AR para usarse en el tratamiento de un 

tumor que previamente ha sido identificado como que presenta un potencial 

metastásico o un fenotipo mesenquimal. 

 Por otro lado y basados en nuestros resultados y en la evidencia previa de que E7 

interactúa con Dnmt1 y HDAC1 [67, 71, 72], sería conveniente para futuros ensayos 

determinar si E7 de VPH-AR es capaz de interactuar con Snai1 para formar un complejo co-

represor ya sea con Dnmt1 o con HDAC1 en el promotor de CDH1, que pudiera explicar el 

fenómeno de la supresión de la expresión de CDH1 durante el proceso de TEM e identificar 

nuevos candidatos terapéuticos.  
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XIV. ANEXO I - Artículo Científico: Rosendo-Chalma P, et al. International Journal of 
Oncology. 2020. 
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XV. ANEXO II - Solicitud de patente mexicana No. MX/a/2019/014593 
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XVI. ANEXO III - Coautor en artículo científico publicado en Oral Diseases.  
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XVII. ANEXO IV - Coautor en artículo científico publicado en BMC Cancer.  
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