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I. RESUMEN 

Una característica importante de los cánceres asociados con los virus del papiloma 

humano de alto riesgo (VPH-AR) es la incapacidad de p53 para activar la apoptosis 

debido al efecto de la oncoproteína E6. Sin embargo, el efecto de las variantes de 

empalme de E6 del VPH-16 (E6*I y E6*II), su interacción con las isoformas de p53 

(Δ40p53 and Δ133p53) y su influencia en la apoptosis no son totalmente claros.  Aquí 

reportamos el efecto de la expresión ectópica de E6, E6*I y E6*II del VPH-16 sobre los 

niveles relativos de p53, Δ40p53 y Δ133p53 y su interacción con estas proteínas.   

Adicionalmente, evaluamos el efecto de la expresión ectópica de p53, Δ40p53 y 

Δ133p53 sobre la apoptosis en una línea de células de cáncer de pulmón nulas para 

p53 (H1299) co-transfectada con las isoformas de E6; y líneas celulares de cáncer 

cervicouterino (CaCu) con VPH-AR y p53+/+ (SiHa y HeLa), transfectadas con las 

isoformas de p53 y tratadas con cisplatino, una droga convencional usada para tratar 

el CaCu. Nuestros resultados muestran que E6 y E6*II indujeron una disminución 

significativa en p53, pero solamente E6 disparó una disminución de Δ40p53 y que E6*II 

interactúa con p53 pero no con Δ40p53 ni Δ133p53.  Por otro lado, E6*I no mostró 

ningún efecto o interacción con las isoformas de p53.  Establecimos que la apoptosis 

fue elevada en células H1299 transfectadas con p53 (p=0.0001) y Δ40p53 (p=0.0001). 

Un efecto apoptótico débil fue observado cuando Δ133p53 fue expresada 

ectópicamente (p=0.0195). Observamos que tanto p53 (p=0.0006) como Δ40p53 

(p=0.0014) indujeron apoptosis en las células SiHa tratadas con cisplatino, sin 

embargo, en las células HeLa tratadas con cisplatino, solamente p53 indujo apoptosis 

(p=0.0029). No observamos diferencias significativas en la apoptosis con la expresión 

ectópica de p53, Δ40p53 y Δ133p53 en células SiHa y HeLa. Nuestros hallazgos 

sugieren una posible aplicación terapéutica de la combinación de p53 o Δ40p53 con 

cisplatino para inducir el aumento de la apoptosis de células de cáncer que expresen 

las isoformas de E6 del VPH-16. 

 

Palabras clave: cáncer cervicouterino, virus del papiloma humano, E6, p53, apoptosis. 
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II. ABSTRACT 

An important characteristic of cancers associated with high-risk human 

papillomaviruses (HR-HPV) is the inability of p53 to activate apoptosis due to the effect 

of the oncoprotein E6. However, the effect of HPV-16 E6 splice variant isoforms 

(namely E6*I and E6*II), their interaction with the p53 isoforms (Δ40p53 and Δ133p53), 

and their influence on apoptosis is unclear. Here, we report the outcome of ectopic 

expression of HPV-16 E6, E6*I, and E6*II on the relative levels of p53, Δ40p53 and 

Δ133p53 and their interaction with these proteins. Additionally, we evaluated the effect 

of ectopic expression of p53, Δ40p53, and Δ133p53 on apoptosis in a p53 null 

pulmonary cell line (H1299) co-transfected with E6 isoforms; and p53+/+ cell lines with 

HR-HPV (SiHa and HeLa), transfected with p53 isoforms and treated with cisplatin, a 

conventional drug used to treat cervical cancer. Our results show that E6 and E6*II 

induced a significant decrease in p53, but only E6 triggered a Δ40p53 decrease and 

that E6*II interacts with p53 but not with Δ40p53 and Δ133p53. On the other hand, E6*I 

did not show any effect or interaction with the p53 isoforms. We found that apoptosis 

was elevated in H1299 cells transfected with p53 (p=0,0001) and Δ40p53 (p=0,0001). 

A weak apoptotic effect was observed when Δ133p53 was ectopically expressed 

(p=0,0195). We observed that both p53 (p=0,0006) and Δ40p53 (p=0,0014) induced 

apoptosis in cisplatin-treated SiHa cells; however in cisplatin-treated HeLa cells, only 

p53 induced apoptosis (p=0,0029). No significant differences in apoptosis were 

observed upon ectopic expression of p53, Δ40p53, and Δ133p53 in SiHa and HeLa 

cells. Our findings suggest a possible therapeutic application for the combining of p53 

or Δ40p53 with cisplatin to induce an increased apoptosis of cancer cells expressing 

E6 isoforms from HPV-16. 

 

KEYWORDS: Cervical cancer; Human Papillomavirus; E6; p53; Apoptosis.
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III. INTRODUCCIÓN 

III.1 Datos generales del virus del papiloma humano (VPH). 
   

  Un estudio reciente basado en GLOBOCAN 2018 reporta que los tipos 16 y 18 

del virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) causan el 72% de todos los 

cánceres atribuibles al VPH, en su mayoría cáncer cervicouterino (CaCu), mientras 

que los tipos 31, 33, 45, 52 y 58 se detectan en un 17% de los casos [1].  Está bien 

establecido que la oncoproteína E6 del VPH-AR se une a p53 a través de la proteína 

ubiquitina ligasa asociada a E6 (E6-AP, por sus siglas en inglés), promoviendo su 

degradación a través de una vía dependiente de la ubiquitina-proteasoma que 

contribuye a la oncogenicidad de estos virus [2-7].   

  Por otro lado, está bien documentado que un pre-ARNm bicistrónico del VPH-

16 codifica las oncoproteínas E6 y E7, sin embargo, además de generar el transcrito 

E6 maduro, dicho pre-ARNm genera transcritos empalmados alternativamente que 

codifican a E6*I, E6*II y E6^E7 [8-11]. Figura 1.  
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Figura 1. Organización genómica de los genes E6/E7 del VPH-16. El intrón 1 tiene un sitio 
donante de empalme (SD) en el nucleótido 226 y tres sitios aceptores en los nucleótidos 409 
(SAA), 526 (SAB) y 742 (SAC), respectivamente. La línea discontinua entre recuadros 
representa las secuencias empalmadas alternativamente. Los recuadros claros representan el 
ORF total o parcial de E6, mientras que los recuadros sombreados representan a E7. 

Modificada de Del Moral-Hernández, O., et al, 2010 [11]. 
 

  Los productos proteicos generados a partir de los transcritos E6*I y E6*II del 

VPH-16 son bastante similares y sólo difieren en siete aminoácidos de un total de 50 

y 55 aminoácidos, respectivamente [10]. Figura 2.  Algunos estudios sugieren que las 

variantes de empalme de E6 del VPH-16 podrían desempeñar diferentes funciones 

celulares. Por ejemplo, a la E6*I se le han atribuido funciones parciales o similares a 

la E6, pero también se ha reportado que E6*I puede desempeñar un papel antagónico 

al inhibir las actividades oncogénicas de E6 [10-12]. El efecto de E6*II del VPH-16 en 

la carcinogénesis del cuello uterino no ha sido bien dilucidado. 
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias proteicas para E6, E6*I y E6*II.  Los aminoácidos 
comunes para las tres proteínas están resaltados. Modificada de Filippova, M., et al. 2014. 
[10]. 

 

III.2 Isoformas de p53. 

 En los humanos, el gen TP53 puede expresar hasta nueve ARN mensajeros 

distintos que codifican 12 variantes proteicas funcionales diferentes y que han sido 

detectadas tanto en tejidos sanos como en tejidos de diferentes tipos de cáncer: p53 

(también nombrada p53 de longitud completa, FLp53, p53 canónica y TAp53α), p53β 

(o p53i9), p53γ, Δ40p53α (o ΔNp53, p44 o p47), Δ40p53β, Δ40p53γ, Δ133p53α, 

Δ133p53β, Δ133p53γ, Δ160p53α, Δ160p53β, y Δ160p53γ) [13, 14, 15], cada una con 

dominios proteicos distintos, resultado del uso de promotores alternativos, del 

empalme alternativo y de sitios alternativos del inicio de la traducción [13, 16]. Figura 

3. 
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Figura 3. Gen TP53 y RNAm de p53. Las cajas negras representan secuencias no 
codificantes, mientras que las secuencias codificantes están coloreadas. (A) Estructura del 
gen TP53 humano. El gen TP53, que está compuesto por 11 exones y dos exones crípticos 
(9β y 9γ), codifica varias isoformas p53. (B) ARNm de p53. El gen TP53 codifica nueve ARNm 

diferentes atribuibles a los promotores alternativos (↱ P1 y P2) y al empalme (^). El promotor 
P1, localizado río arriba del exón-1, genera los ARNm empalmados con el intrón 2 (i, ii y iii) o 
los ARNm con retención del intrón 2 (iv, v y vi). Los ARNm con exclusión del intrón-2 pueden 
codificar las proteínas de longitud completa y/o Δ40, mientras que el ARNm que retiene el 
intrón-2 solo puede codificar las proteínas Δ40. El promotor P2 localizado en el intrón 4, genera 
tres ARNm (vii, viii y ix), que codifican las formas Δ133 y Δ160. Modificada de Joruiz, S.M. & 
Bourdon, J.C., 2016 [15]. 
 
 

  Se ha demostrado que las isoformas codificadas por el gen TP53 desempeñan 

un papel fundamental en la regulación de la vía de p53, ya que cooperan y modulan 

su actividad para promover la supervivencia o la muerte celular, la respuesta al estrés 

celular, los mecanismos de reparación del daño del ADN, la detención del ciclo celular 
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y la senescencia celular [17-22]. Aunado a esto, la expresión de las isoformas de p53 

es diferente en una amplia gama de tejidos humanos sanos [13]. 

  Como se mencionó, las isoformas de p53 difieren de la p53 completa por la 

ausencia de dominios estructurales y funcionales que pueden alterar las propiedades 

bioquímicas esenciales para la función supresora de p53 y sólo una región del dominio 

de unión al ADN (DBD, por sus siglas en inglés) (específicamente los residuos 133-

257) es común para la mayoría de las isoformas [23]. Además, todas las isoformas de 

p53 tienen versiones α, β y ɣ C-terminal [13].   

 

III. 3 Isoformas ∆40p53. 

Las isoformas ∆40p53 (∆40p53α, también nombrada Δ40p53, DNp53, p44 o 

p47; Δ40p53β y Δ40p53γ) se generan mediante el empalme alternativo del intrón 2 o 

por el inicio alternativo de la traducción. La retención de una parte del intrón 2 (i2) 

genera un codón de paro entre los exones 2 y 3 en el ácido ribonucleico mensajero 

p53i2 (ARNm) que conduce al inicio de la traducción en AUG40. Existe un sitio interno 

de entrada al ribosoma (IRES) que contribuye al inicio alternativo de la traducción en 

el codón AUG40 en lugar de AUG1 y por lo tanto, a la expresión de Δ40p53. [13, 24-

27].  Las isoformas ∆40p53 carecen de los primeros 39 aminoácidos y por lo tanto, del 

dominio de transactivación principal de la p53 canónica (TADI), pero retienen el 

dominio secundario (TADII), no obstante, con solo el dominio TADII son capaces de 

inducir la expresión de genes [13, 24-27]. Figura 4.  Específicamente Δ40p53 puede 

regular la actividad transcripcional de p53 porque puede unirse a los elementos de 

respuesta de p53 y neutralizar su actividad de transactivación, contrarrestando su 
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efecto supresor [24] Por otro lado, se ha reportado que Δ40p53 y p53 coexpresadas 

en líneas celulares pueden interactuar directamente formando un heterooligómero que 

protege a p53 de la degradación mediada por HDM2 ya que dicho complejo es más 

estable que el complejo constituido solo por p53 [28].  

 

III.4 Isoformas ∆133p53. 

Las isoformas ∆133p53 (Δ133p53α (o Δ133p53), Δ133p53β, Δ133p53γ) se 

producen a partir del promotor interno (P2) de TP53 localizado en el intrón 4, iniciando 

la traducción en el codón 133, por lo que carecen de 132 aminoácidos, es decir, 

carecen de los dominios de transactivación TADI y TADII y parte del DBD  [13, 15].  

Figura 4. Cualquier cambio en el DBD altera la especificidad y la afinidad al ADN 

debido a la ausencia del aminoácido Lys-120, que se sabe es crucial para la unión de 

p53α al ADN, por lo tanto, ∆133p53 podría ser menos eficiente en la unión al ADN, no 

obstante, esta isoforma retiene otros aminoácidos del DBD que están involucrados en 

la unión al ADN que son Ser-241, Arg-248, Arg-273, Ala-276, Cys-277 y Arg-280 [29]. 

Además, ∆133p53 es capaz de formar dímeros o tetrámeros con p53 u otras isoformas 

de p53. Por lo tanto, ∆133p53 se une a un conjunto diferente de genes y actúa de una 
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manera dependiente del contexto celular [30].

 

Figura 4. El gen humano TP53 y las isoformas Δ40p53 y Δ133p53. (A) Estructura del gen 

TP53 humano. Los recuadros indican los exones y las líneas los intrones. Los exones e 

intrones no están a escala. Los recuadros grises muestran las secuencias no codificantes.  Los 

demás colores muestran las secuencias codificantes. El gen TP53 humano está compuesto 

por 11 exones y codifica varias isoformas de p53 utilizando promotores alternativos (P1 y P2) 

y sitios de empalme (líneas en zigzag). El gen también incluye dos exones únicos que forman 

parte del intrón 9 y codifican las isoformas β y γ. (B) Las isoformas humanas Δ40p53 y 

Δ133p53. Los colores del dominio de la proteína coinciden con los exones correspondientes. 

p53 tiene dos dominios de transactivación (TAD-1 aa 1-40 y TAD-2 aa 41-67), un dominio rico 

en prolina (PRD, aa 68-98), un dominio de unión al ADN (DBD, aa 94-292), un dominio de 

oligomerización (OD, aa326-353) y un dominio regulador carboxi-terminal (CTD, aa 353-393). 

Δ40p53 carece de TAD1 debido a la iniciación alternativa en el ATG40. Δ133p53α se 

transcribe a partir de P2 y carece de todo el N-terminal (TAD-1, TAD-2 y PRD) y parte del DBD. 

Modificada de Fujita, K., 2019 [31] 

 

  Lo anterior sugiere que las isoformas de p53 ejercen sus efectos ya sea a través 

de sus propiedades funcionales autónomas, diferentes de las de p53 y/o modulando 

la actividad de p53 [23]. Además, la expresión de las isoformas de p53 es específica 

de cada tejido y se han observado patrones de expresión anómalos en varias 

enfermedades malignas [13, 20].  
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  La expresión de Δ40p53 y Δ133p53 se ha estudiado en diferentes tipos de 

cáncer como melanoma, cáncer colorrectal, cáncer de ovario, colangiocarcinoma, 

glioblastoma, cáncer de pulmón y el carcinoma de células escamosas de cabeza y 

cuello [19, 32-38], lo que sugiere un papel clave de la expresión alterada de estas 

isoformas en el desarrollo y la progresión del cáncer. 

 

III. 5 El cisplatino en el tratamiento del cáncer. 

  El cisplatino, (SP-4-2)-diamminedichloridoplatinum(II) o CDDP es el fármaco 

quimioterapéutico más utilizado para el tratamiento de numerosos tumores sólidos en 

humanos, incluyendo el CaCu. Su mecanismo de acción se ha relacionado con su 

capacidad para entrecruzarse con las bases púricas del ADN, interfiriendo con la 

síntesis y la reparación del ADN y generando la activación de varias vías de 

transducción de señales que conllevan a la apoptosis de las células cancerosas. No 

obstante, un problema importante ha sido la resistencia tumoral al fármaco, además 

de los numerosos efectos secundarios no deseados en los pacientes. Las terapias 

combinadas de cisplatino con otros fármacos se han considerado para superar la 

farmacorresistencia y reducir la toxicidad. Por ello es importante el desarrollo de 

estrategias moleculares terapéuticas no sólo para superar la resistencia al fármaco, 

sino también para mejorar su eficacia contra el cáncer [39, 40-42].  
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 Debido a que no se ha analizado ampliamente el papel de las variantes de 

empalme E6*I y E6*II del VPH-16 en la carcinogénesis del cuello uterino, así como su 

interacción con las isoformas de p53, es importante determinar si la expresión ectópica 

de E6, E6*I y E6*II del VPH-16 tiene algún efecto sobre los niveles relativos de p53, 

Δ40p53 y Δ133p53, si la inhibición del proteasoma restablece los niveles de las 

isoformas de p53 y si existe interacción entre las proteínas virales y celulares 

mencionadas.  Además, investigar el efecto de la expresión ectópica de p53, Δ40p53 

y Δ133p53 sobre la apoptosis de líneas celulares derivadas de cáncer,   como son las 

células H1299, las cuales son derivadas de un cáncer de pulmón de células no 

pequeñas y nulas para p53; así como de las líneas celulares SiHa y HeLa derivadas 

de CaCu, p53+/+ y positivas para el VPH-16 y el VPH-18, respectivamente y que 

fueron tratadas con cisplatino, un fármaco convencional utilizado comúnmente en la 

terapia del CaCu [39].  
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V. HIPÓTESIS 

La expresión ectópica de E6, E6*I y E6*II del VPH-16 afecta de manera diferente los 

niveles relativos de p53, Δ40p53 y Δ133p53, consecuencia de la interacción distinta 

de dichas proteínas virales y celulares, mientras que la expresión ectópica de p53, 

Δ40p53 o Δ133p53 resulta en el incremento de la apoptosis de las células de cáncer 

tratadas con cisplatino. 
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VI. OBJETIVO GENERAL 

  Evaluar el efecto de E6, E6*I y E6*II del VPH-16 sobre los niveles relativos de 

p53, Δ40p53 y Δ133p53 y la interacción entre dichas proteínas virales y celulares, así 

como el efecto de p53, Δ40p53 y Δ133p53 en la apoptosis de las líneas celulares 

H1299, SiHa (positiva a VPH-16) y HeLa (positiva a VPH-18) tratadas con cisplatino. 
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VII. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Analizar los niveles relativos de p53, Δ40p53 y Δ133p53 en células H1299 co-

transfectadas con E6 y las variantes de empalme E6*I y E6*II del VPH-16. 

2. Analizar los niveles relativos de p53, Δ40p53 y Δ133p53 en células H1299 co-

transfectadas con E6, E6*I y E6*II del VPH-16 en presencia y ausencia del 

inhibidor del proteasoma MG132. 

3. Determinar si existe interacción de E6*I y E6*II del VPH-16 con p53, Δ40p53 y 

Δ133p53 en un modelo de células H1299. 

4. Determinar el nivel de apoptosis de células H1299 transfectadas con p53, 

Δ40p53 o Δ133p53 y tratadas con cisplatino. 

5. Determinar el nivel de apoptosis de células SiHa y HeLa transfectadas con p53, 

Δ40p53 y Δ133p53 y tratadas con cisplatino. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

VIII.1 Condiciones de cultivo celular. 

Para este estudio se utilizaron las líneas celulares humanas H1299 (ATCC® 

CRL-5803™) derivada de cáncer de pulmón de células no pequeñas [43] y nulas para 

p53 [44, 45], SiHa (ATCC® HTB-35™) derivada de un carcinoma cervical de células 

escamosas de grado II y positiva al VPH-16 [46-48] and p53 silvestre (p53+/+) [49] y 

HeLa (ATCC® CRM-CCL-2) derivada de un adenocarcinoma del cuello uterino positiva 

al VPH-18 [46-48] y p53 silvestre (p53+/+) [49] fueron obtenidas de la American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU). Las células H1299 fueron 

cultivadas en RPMI (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE. UU.) y las células 

SiHa and HeLa fueron cultivadas en DMEM (Thermo Fisher Scientific).  Todas las 

células fueron suplementadas con 10% de suero fetal bovino (Thermo Fisher Scientific) 

y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) y fueron incubadas 

a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5% CO2.  

 

VIII.2 Plásmidos. 

El vector vacío pSV y los plásmidos de expresión de p53 (pSV-p53) y las 

isoformas de p53 (pSV-Δ40p53 y pSV-Δ133p53), en lo sucesivo referidos como 

plásmidos de expresión de las isoformas de p53, fueron amablemente donados por el 

Dr. Jean-Christophe Bourdon (Dundee Cancer Center, University of Dundee, DUN, 

UK) [13]. Los plásmidos de expresión de las proteínas de fusión E6-GFP del VPH-16 

(E6SD-GFP, E6-GFP, E6*I-GFP, E6*II-GFP), posteriormente referidos como plásmidos 

de expresión de las isoformas de E6 y el vector vacío pEGFP-N1 fueron amablemente 
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proporcionados por el Dr. Nicolás Villegas Sepúlveda (Departamento de Biomedicina 

Molecular, Centro de Investigación y de Estudios Avanzados-IPN (CINVESTAV-IPN), 

CDMX, Mx) [11, 50]. El plásmido pRL-CMV (Renilla luciferase reporter vector) 

(Promega Corporation, Madison, WI, EE. UU.) fue usado para la normalización de las 

transfecciones en los ensayos de Western blot. 

 

VIII.3 Transfecciones y cotransfecciones. 

Se sembraron 4 x 105 células H1299 por placa, en placas de 60 mm por 

triplicado, y se realizaron transfecciones transitorias y co-transfecciones utilizando el 

reactivo Lipofectamine® y el reactivo Plus™ (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con 

el protocolo del fabricante. Para las transfecciones transitorias, se utilizó 1 μg de los 

plásmidos de expresión de las isoformas de p53 o del vector vacío pSV, como control 

de transfección. Para las co-transfecciones, se utilizaron 2 o 4 μg de cada uno de los 

plásmidos de expresión de las isoformas E6 o el vector vacío pEGFP-N1 en 

combinación con 1 μg de los plásmidos de expresión de las isoformas p53 o el vector 

vacío pSV. Las células H1299 transfectadas y co-transfectadas se incubaron durante 

24 h a 37 °C con un 5% de CO2. Además, las células H1299 co-transfectadas se 

trataron con 20 μM de inhibidor del proteasoma MG-132 (Sigma-Aldrich, San Luis, MI, 

EE. UU.) y se incubaron durante 4 h a 37 °C con 5% de CO2. Posteriormente, se realizó 

la extracción de proteínas de las células H1299 transfectadas y co-transfectadas.  

Por otro lado, se sembraron 4 x 105 células SiHa y HeLa por placa, en placas 

de 60 mm por triplicado y se realizaron transfecciones transitorias utilizando el reactivo 

Lipofectamine® y el reactivo Plus™ (Thermo Fisher Scientific) según las 
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recomendaciones del fabricante. Para las transfecciones, se utilizó 1 μg de los 

plásmidos de expresión de las isoformas de p53 o del vector vacío pSV, como control 

de transfección. Las células se incubaron durante 4 h a 37 °C con un 5% de CO2. 

 

VIII.4 Actividad de la luciferasa de Renilla. 

La actividad de la luciferasa de Renilla (RLuc) se utilizó como control interno de 

normalización para la SDS-PAGE de la siguiente manera: se sembraron 2 X 105 

células H1299 en placas de seis pocillos con medio de cultivo completo y se co-

transfectaron con 1 μg de plásmidos de expresión de las isoformas de p53, 2 μg de los 

plásmidos de expresión de las isoformas de E6 y 50 ng de pRL-CMV Renilla. Las co-

transfecciones se realizaron con Lipofectamine™ 3000 (Thermo Fisher Scientific) 

según el protocolo del fabricante. Veinticuatro horas después de las transfecciones, 

las células H1299 se rasparon vigorosamente en 150 μL del tampón de lisis pasiva, 

PBL (Promega) con un gendarme de goma. Se transfirieron 100 μL de lisado a un tubo 

con solución cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) y se 

transfirieron 10 μL a otro tubo para medir la actividad RLuc utilizando el Dual-

Luciferase® Reporter Assay System (Promega). Las actividades de RLuc se 

determinaron utilizando un Luminómetro GloMax® 20/20 (Promega). Los volúmenes 

de extracto que representan las actividades RLuc equivalentes a RLU (Unidades 

Relativas de Luz) se cargaron en geles para la SDS-PAGE. Todos los ensayos se 

realizaron por triplicado. 
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VIII.5 Anticuerpos. 

Se utilizó el anticuerpo DO-1(sc-126), que reconoce los residuos 21 a 25 

(epítopo TADI) de p53; Pab1801 (sc-98), que reconoce los residuos 46-55 (epítopo 

TADII) de p53 y Δ40p53; y HR231 (sc-65226), que reconoce los residuos 371-380 

(epítopo en el BR) de Δ133p53. Para la detección de las diferentes versiones de las 

proteínas de fusión E6-GFP, se utilizó el anticuerpo anti-GFP (B-2) (sc-9996 HRP). 

Además, se utilizó el anticuerpo actina (I-19) (sc-1616), el anticuerpo GAPDH (L-18) 

(sc-48167) y los anticuerpos secundarios IgG-HRP antiratón de cabra (sc-2005) y IgG-

HRP anticabra de burro (sc-2020). Todos los anticuerpos se adquirieron en Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Dallas, TX, EE.UU. 

 

VIII.6 Extracción de proteínas y ensayos de Western blot. 

Las proteínas totales de los cultivos celulares al 70-80% de confluencia se 

obtuvieron utilizando una solución tampón de lisis que contenía 150 mM de NaCl, 50 

mM de Tris-HCl [pH 8], 1% (v/v) de Tritón X-100, 5 mM de EDTA, 1X de PMSF y 1.2 

mg/mL de cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich)  Los 

extractos de proteínas se pasaron repetidamente a través de una aguja de calibre 22 

y se centrifugaron durante 10 min a 13.000 rpm a 4 °C, el sobrenadante se recuperó 

en un tubo previamente enfriado y se utilizó inmediatamente o se almacenó a -80 °C 

hasta su análisis. Los lisados de proteínas se cuantificaron mediante el kit de ensayo 

de proteínas BCA de Pierce (Thermo Fisher Scientific). 

Para los ensayos de Western Blot, 30 μg de lisados celulares totales se 

resolvieron en geles de SDS-PAGE al 12%, seguido de la transferencia a membranas 
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de nitrocelulosa que posteriormente se bloquearon con leche al 5% y TBS 1X-Tween 

20 durante 1 h. Los anticuerpos contra p53 (DO-1, 1:1000), Δ40p53 (PAb1801, 

1:1000), Δ133p53 (HR231, 1:1000), GAPDH (L-18, 1:10000) y actina (I-19, 1:10000) 

se incubaron durante la noche a 4 °C. Después, las membranas se incubaron con 

anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón-HRP (1:10000) o anti-IgG de cabra-HRP 

(1:5000) durante 2 h a temperatura ambiente.  Para la detección de las diferentes 

versiones de las proteínas de fusión E6-GFP, las membranas se incubaron con el 

anticuerpo anti-GFP (B-2) conjugado con HRP (1:1000) durante 1 h a temperatura 

ambiente. La señal se detectó por quimioluminiscencia según las instrucciones del 

fabricante (Millipore Corporation, Burlington, MA, EE. UU.). Las imágenes se 

capturaron con un escáner de Western Blot de quimioluminiscencia C-DiGit (LI-COR 

Biotechnology, Lincoln, NE, EE. UU.) y se analizaron y procesaron en el software 

Image Studio™ Lite versión 5.2 (LI-COR Biotechnology). El análisis densitométrico 

para cuantificar los niveles relativos de expresión de las proteínas se realizó con el 

software ImageJ 1.50i (National Institutes of Health, EE. UU.). 

 

VIII.7 Ensayos de co-inmunoprecipitación. 

Los ensayos de co-inmunoprecipitación (Co-IP) se realizaron por triplicado. Se 

sembraron 4 x 105 células H1299 por placa en placas de 60 mm y se realizaron 

ensayos de cotransfección utilizando 1 µg de plásmidos de expresión de las isoformas 

de p53 en combinación con plásmidos de expresión de las isoformas de E6.  Tras la 

cotransfección, las células se lavaron con PBS 1X frío, se rasparon y se lisaron en 800 

µL de tampón de inmunoprecipitación (tampón IP) (150 mM de NaCl, 50 mM de Tris-
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HCl [pH 8.0], 1% (v/v) de NP-40 y cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 

(Sigma-Aldrich), y los extractos de proteínas se obtuvieron como se especificó 

anteriormente. Los extractos de proteínas totales se rotaron suavemente durante 2 h 

a 4 °C con 30 μL de microesferas de sefarosa (Protein G Sepharose® Fast Flow) 

(Sigma-Aldrich) equilibradas en tampón IP, 0.5 mg/mL de RNasa A, DNasa y libre de 

proteasas (Thermo Fisher Scientific), con o sin 5 μg de anticuerpo Anti GFP (FL). La 

mezcla se giró suavemente durante 2 h a 4 °C. Las micfroesferas de sefarosa se 

lavaron cinco veces más con 1 mL de tampón IP frío, incubando durante 15 min en 

hielo entre cada lavado. Las Co-IP se analizaron mediante SDS-PAGE al 10% y 

Western blot. Se realizaron ensayos de Western blot para la detección de las variantes 

de empalme E6*I y E6*II (utilizando el anticuerpo anti-GFP-HRP) y las isoformas de 

p53 (utilizando los anticuerpos DO-1, PAb1801 y HR231). 

 

VIII.8 Ensayos de apoptosis. 

Se sembraron 3 x 105 células H1299, SiHa y HeLa por placa, en placas de 

cultivo de 60 mm por triplicado. Todas las líneas celulares se transfectaron 

transitoriamente con 1 μg de plásmidos de expresión de las isoformas de p53 o el 

vector pSV vacío y se incubaron durante 24 h a 37 °C con un 5% de CO2. 

Posteriormente, las células transfectadas se trataron con cisplatino (Accocit, Accord 

Farma, S.A. De C.V., CDMX, Mx).  La concentración inhibitoria media (IC50) del 

cisplatino se determinó mediante el ensayo colorimétrico de 4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT). Se utilizó una IC50 de 46 μg/mL de cisplatino para las células 

H1299 y una IC50 de 23 μg/mL para las células SiHa y HeLa y se incubaron además 
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durante 24 h a 37 °C con un 5% de CO2. Las células transfectadas tratadas con 

cisplatino se cosecharon para determinar el nivel de apoptosis.  Se utilizó Alexa Fluor® 

647 Annexin V (Thermo Fisher Scientific) para las células H1299 y Alexa Fluor™ 488 

Annexin V/Dead cell Kit (Thermo Fisher Scientific) para las células SiHa y HeLa, según 

las instrucciones del fabricante. Tras la inducción de la apoptosis, las células se 

lavaron una vez con 1X PBS y se separaron con 500 µL de EDTA al 0.02% (v/v). Se 

utilizaron células H1299, SiHa y HeLa sometidas a ebullición como controles de tinción 

positivos. Las células se recogieron y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min a 

temperatura ambiente y los sobrenadantes se desecharon. Los paquetes de células 

se lavaron de nuevo con PBS 1X y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min y se 

resuspendieron en tampón de unión a anexina 1X y anexina V con 100 μg/ml de yoduro 

de propidio. Las células se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min 

protegidas de la luz.  Después del periodo de incubación, se añadieron 350 μL de 

tampón de unión a anexina 1X y las células se mezclaron suavemente. 

Inmediatamente, las células teñidas se analizaron en un citómetro de flujo 

FACSCalibur™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.).  

Los niveles de apoptosis de las células transfectadas con isoformas de p53 se 

calcularon restando el porcentaje total de apoptosis de las células no transfectadas del 

porcentaje de apoptosis de las células transfectadas. Se registraron 10.000 eventos 

para cada tratamiento. Para el análisis de datos se utilizó el software FlowJo versión 

10.1. 
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VIII.9 Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se realizó con GraphPad Prism v6.0 (GraphPad 

Software). Se empleó el análisis de ANOVA de una vía seguido del post hoc de Dunnett 

para determinar las diferencias significativas. Los datos se presentan como media ± 

error estándar de la media (SEM), y los valores con p<0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 
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IX. RESULTADOS 

IX.1 E6 y E6*II del VPH-16 mostraron un efecto aparente sobre los niveles 

relativos de p53 y sus isoformas. 

La línea celular nula para p53 H1299 co-transfectada con plásmidos de expresión de 

las isoformas de E6 y los plásmidos de expresión de las isoformas de p53, se utilizó 

como un modelo para estudiar los efectos que E6SD, E6, E6*I y E6*II del VPH-16 

ejercen sobre los niveles relativos de p53, Δ40p53, y Δ133p53. La expresión ectópica 

de las isoformas de E6 del VPH-16 (Fig. 5, A y B), así como de las isoformas p53 (Fig. 

5, C y D) se corroboró mediante Western blot.  Se observó una disminución significativa 

de los niveles relativos de p53 debido a la expresión de E6 de longitud completa 

(p=0.0006) y E6SD (p=0.0008).  Además, E6*II, una forma corta de la oncoproteína E6 

fusionada con GFP [11, 50], también disminuyó significativamente el nivel de p53 

(p=0.0003) (Fig. 5E).  Por otro lado, los niveles relativos de Δ40p53 sólo se redujeron 

en presencia de E6 (p= 0.0085) y E6*II (p=0.0003) (Fig. 5F).  En cambio, E6, E6*I o 

E6*II no afectaron los niveles relativos de Δ133p53 (Fig. 5G). 
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Figura 5. Niveles relativos de las isoformas de p53 en células H1299 co-transfectadas 
con diferentes versiones de E6 del VPH-16. (A) Representación esquemática de las 
proteínas de fusión E6-GFP, E6SD-GFP, E6*I-GFP y E6*II-GFP expresadas por los plásmidos 
donados por el Dr. Nicolás Villegas Sepúlveda [11, 50]; una línea roja vertical en E6SD indica 
las mutaciones aminoacídicas R47E y E48F; las isoformas E6*I y E6*II comparten los primeros 
48 aminoácidos y se diferencian entre sí por los últimos aminoácidos; (B) la expresión de 
dichas proteínas de fusión se verificó por Western blot; (C) representación esquemática de las 
proteínas p53, Δ40p53 y Δ133p53 expresadas por los plásmidos donados por el Dr. Jean-
Christophe Bourdon [13] y (D) la expresión de dichas proteínas se verificó por Western blot. 
Las células H1299 fueron co-transfectadas con 1 µg de los plásmidos de expresión de las 
isoformas de p53 y 2 µg de los plásmidos de expresión de las isoformas de E6 y se realizaron 
ensayos de inmunotransferencia para determinar los niveles relativos de (E) p53, (F) Δ40p53 
y (G) Δ133p53.  Se muestra un experimento representativo de tres experimentos 
independientes. E6 neg, son células H1299 transfectadas solo con p53, Δ40p53 o Δ133p53; 
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EV, es el vector vacío pEGFP-N1 y; E6SD, es una mutante del sitio donante de empalme que 
no genera las variantes de empalme de E6.  **p<0.01, ***p<0.001 versus células H1299 
transfectadas sólo con p53 o Δ40p53. 
  

 

IX.2 E6*II pero no E6*I induce una disminución de los niveles relativos de p53. 

Es ampliamente conocido que E6 del VPH-16 induce la degradación de p53 por la vía 

dependiente de la ubiquitina-proteasoma [3-5], pero se desconoce si E6*I y E6*II 

provocan el mismo efecto a través de un mecanismo similar. Sin embargo, dado que 

nuestros hallazgos descritos anteriormente mostraron que E6SD, E6 y E6*II inducen la 

degradación sólo de p53 y Δ40p53, co-transfectamos las células H1299 tanto con 

E6SD, E6*I y E6*II del VPH-16 con p53 como con E6SD, E6*I y E6*II del VPH-16 con 

Δ40p53 y posteriormente tratamos las células con el inhibidor MG-132 para bloquear 

la degradación mediante el proteasoma. Se observó un cambio notable en la proteína 

p53 en presencia de E6SD y E6*II cuando las células fueron tratadas con MG-132 (Fig. 

6A). No se observaron cambios aparentes en p53 en presencia de la E6*I cuando el 

inhibidor MG-132 estaba presente (Fig. 6A). Tampoco se observaron cambios notables 

en la proteína Δ40p53 en las células H1299 co-transfectadas con E6*I y E6*II tratadas 

y no tratadas con MG132, lo que sugiere que Δ40p53 no es degradada por E6*I y E6*II 

a través de la vía dependiente de la ubiquitina-proteasoma (Fig. 6B).  

Dado que E6SD mostró el mismo efecto aparente que E6 en la inducción de la 

disminución de los niveles de p53 y Δ40p53, se decidió excluir a E6SD de los análisis 

posteriores. 
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Figura 6. Expresión ectópica de p53 y Δ40p53 en la línea celular H1299 cotransfectada 

con isoformas de E6 del VPH-16 (+) tratada y (-) no tratada con el inhibidor del 

proteasoma MG132. Las células H1299 fueron co-transfectadas con 1 µg de p53 o Δ40p53 y 

con 2 µg de E6SD, E6*I o E6*II. Inmunoblots representativos de tres experimentos 

independientes para (A) p53 y (B) Δ40p53 en células H1299 co-transfectadas. Las células 

H1299 transfectadas sólo con p53 o Δ40p53, denominadas E6 neg, se utilizaron como 

controles negativos. E6SD: mutante del sitio donante de empalme que no genera las variantes 

de empalme E6*I y E6*II. 

 

IX.3 E6 y E6*II del VPH-16 se asocian con niveles reducidos de p53 pero no de 

Δ40p53 ni de Δ133p53. 

A continuación se realizaron ensayos de Renilla para descartar diferencias en la 

eficiencia de transcripción que interfirieran con los primeros hallazgos. Para ello, co-

transfectamos células H1299 con plásmidos de expresión de las isoformas de p53 y 

plásmidos de expresión de las isoformas de E6, donde se analizaron los niveles de 

p53, Δ40p53 y Δ133p53 utilizando actividades RLuc equivalentes y se observó que los 

niveles de p53 disminuyeron en presencia de E6 y E6*II pero no en presencia de E6*I 

(Fig. 7, A y B), este resultado coincide con el observado en la Fig. 5E. Curiosamente y 

contrario a lo observado en la Fig. 5F, fue notorio que los niveles de Δ40p53 

disminuyeron sólo en presencia de E6 (Fig. 7, A y C) y además, los niveles de Δ133p53 

no mostraron cambios aparentes en presencia de E6, E6*I o E6*II (Fig. 7, A y D). 
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Figura 7. Densidad media de los niveles de las isoformas p53 en células H1299 co-

transfectadas con diferentes proteínas E6. Las células H1299 fueron co-transfectadas con 

1 µg de plásmidos de expresión de p53, Δ40p53 o Δ133p53, junto con 2 µg de plásmidos de 

expresión de E6, E6*I o E6*II y 50 ng de pRL-CMV Renilla. (A) La expresión ectópica de las 

proteínas p53, Δ40p53 y Δ133p53 se detectó mediante Western blot. Se muestra un 

experimento representativo de tres experimentos independientes. (B, C y D) Densidad media 

± error estándar de la media (SEM) de las bandas de Western blot para p53, Δ40p53 o 

Δ133p53.   

 

 
IX.4 E6*II del VPH-16 interactúa con p53 pero no con Δ40p53 ni Δ133p53. 

Debido a los diferentes efectos promovidos por E6*I y E6*II del VPH-16 sobre 

los niveles relativos de las isoformas de p53, se utilizaron células H1299 co-

transfectadas con E6*I o E6*II y con p53, Δ40p53 o Δ133p53 para realizar ensayos de 

co-inmunoprecipitación seguidos de Western blot, para analizar si E6*I y E6*II 

interactuaban con p53 o sus isoformas. Estos resultados revelaron que E6*I del VPH-

16 no interactuó con p53, Δ40p53 o Δ133p53 (Fig. 8, A-C), de acuerdo con lo 

observado en la Fig. 7, A-D, donde los niveles relativos de p53, Δ40p53 y Δ133p53 no 

disminuyeron en presencia de E6*I. Por el contrario, E6*II del VPH-16 interactuó con 

p53 (Fig. 8D) pero no interactuó con Δ40p53 ni con Δ133p53 (Fig. 8, E y F). 
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Figura 8. Ensayos de co-inmunoprecipitación (Co-IP) en células H1299 co-transfectadas 

con E6*I o E6*II del VPH-16 e isoformas de p53. Ensayo de Co-IP en células H1299 co-

transfectadas con plásmidos de expression de (A) p53 y E6*I, (B) Δ40p53 y E6*I, (C) Δ133p53 

y E6*I, (D) p53 y E6*II, (E) Δ40p53 y E6*II, y (F) Δ133p53 y E6*II. Los extractos de proteínas 

(input) se analizaron mediante Western blot utilizando el anticuerpo anti-GFP-HRP para la 

detección de E6*I y E6*II y los anticuerpos DO-1, Pab1801 y HR231 para la detección de p53, 

Δ40p53 y Δ133p53, respectivamente.  Para todos los ensayos de Co-IP se muestra un 

experimento representativo de tres experimentos independientes. 
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IX.5 p53, Δ40p53 y Δ133p53 expresadas ectópicamente y en combinación con 

cisplatino aumentan la apoptosis en células H1299. 

Para explorar el efecto de las diferentes isoformas de p53 en la inducción de la 

apoptosis y eliminar el fuerte efecto antiapoptótico ejercido por E6 [51-55], se 

transfectaron células H1299 con plásmidos de expresión de las isoformas de p53 y se 

evaluó la apoptosis mediante citometría de flujo. Se observó que la expresión ectópica 

de p53, Δ40p53 y Δ133p53 indujo un aumento de células apoptóticas (9.30%, 

p<0.0001; 9.12%, p<0.0001 y 6.84%, p=0.0005, respectivamente). Sin embargo, el 

porcentaje de células apoptóticas mostró un mayor incremento cuando las células 

H1299 fueron transfectadas con las isoformas de p53 y luego tratadas con cisplatino 

(Cis): p53+Cis (14.06%, p<0.0001), Δ40p53+Cis (11.03%, p<0.0001), y Δ133p53+Cis 

(7.34%, p=0.0195) (Fig. 9. A y B).  

 

 

Figura 9.  Detección de apoptosis mediante el ensayo de anexina V y yoduro de propidio 

(PI) en células H1299 transfectadas con p53, Δ40p53 o Δ133p53 tratadas y no tratadas 

con cisplatino. (A) Análisis de citometría de flujo representativo de la apoptosis en células 

H1299 transfectadas transitoriamente con isoformas de p53 tratadas y no tratadas con 

cisplatino (Cis). (B) Porcentaje de células apoptóticas. Las células apoptóticas se calcularon 



E6*I y E6*II del VPH-16, isoformas de p53 y apoptosis en cáncer  
 
 

28 
 
Verónica Antonio Véjar  

 

como el porcentaje de células apoptóticas en la parte superior derecha y en la parte inferior 

derecha en relación con el número total de células (registrando 10.000 eventos). Los datos se 

presentan como la media ± el error estándar de tres experimentos independientes. ***p<0.001 

y ****p<0.0001 frente al control (células H1299 no transfectadas con o sin Cis). 

 

IX.6 La expresión ectópica de p53, Δ40p53 y Δ133p53 induce niveles diferentes 

de apoptosis en las líneas celulares SiHa y HeLa tratadas con cisplatino. 

La pérdida de función de p53 en las células tumorales se asocia con la 

resistencia al tratamiento con cisplatino [56, 57], donde las células tumorales con p53 

disfuncional no logran activar el programa de muerte celular apoptótica [57, 58]. El 

presente estudio evaluó el efecto apoptótico después de la expresión ectópica de las 

isoformas de p53 sola o en combinación con cisplatino, un fármaco convencional 

utilizado regularmente en la terapia del cáncer de cuello uterino [39], en células 

cancerosas que han perdido la función de p53 debido a la E6 del VPH-16 (SiHa) y del 

VPH-18 (HeLa). Estos resultados revelaron un efecto apoptótico significativo en las 

células SiHa con las combinaciones p53+Cis (14.19%, p=0.0006) y Δ40p53+Cis 

(13.35%, p=0.0014) (Fig. 10, A y B) y un efecto apoptótico significativo con la 

combinación p53+Cis (21.94%, p=0.0065) en las células HeLa (Fig. 10, C y D). No se 

observaron diferencias significativas en la apoptosis con la expresión ectópica de p53, 

Δ40p53 y Δ133p53 en las células SiHa y HeLa en ausencia de cisplatino (Fig. 10, A-

D). 
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Figura 10. Detección de la apoptosis mediante el ensayo de anexina V y yoduro de 
propidio (PI) en líneas celulares SiHa y HeLa transfectadas con p53, Δ40p53 y Δ133p53 
tratadas y no tratadas con cisplatino. Análisis de citometría de flujo representativo de la 
apoptosis en (A) células SiHa y (C) células HeLa transfectadas con isoformas de p53 tratadas 
y no tratadas con cisplatino (Cis). Porcentaje de células apoptóticas en (B) SiHa y (D) HeLa. 
Las células apoptóticas se calcularon como el porcentaje de células apoptóticas en la parte 
superior derecha y en la parte inferior derecha en relación con el número total de células 
(registrando 10.000 eventos). Los datos se presentan como la media ± el error estándar de 
tres experimentos independientes. **p<0.01 y ***p<0.001 frente al control (células SiHa y HeLa 
no transfectadas o células SiHa y HeLa no transfectadas + Cis). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



E6*I y E6*II del VPH-16, isoformas de p53 y apoptosis en cáncer  
 
 

30 
 
Verónica Antonio Véjar  

 

X. DISCUSIÓN 

La expresión y caracterización de las proteínas E6, E6*I y E6*II del VPH-16 está 

ampliamente establecida [59, 60] y se ha reportado su efecto sobre los niveles relativos 

de p53 en un modelo de células C33-A [11]. Sin embargo, no se han reportado los 

efectos de las diferentes proteínas E6 sobre las isoformas de p53. En el presente 

estudio, se evaluó el impacto de las proteínas E6, E6*I y E6*II del VPH-16 sobre los 

niveles relativos de p53, Δ40p53 y Δ133p53 y el efecto de estas isoformas de p53 en 

la apoptosis de líneas celulares de cáncer de pulmón y CaCu. 

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que E6 y E6*II, pero no E6*I 

del VPH-16, indujeron una disminución de los niveles de p53 (Fig. 5E) en el modelo de 

células H1299. El efecto de E6*II observado en los niveles de p53 en el presente 

estudio fue consistente con lo reportado por del Moral-Hernández, et al. [11].  

En otro estudio, Camus, et al. reportan que la proteína E6 del VPH-16 no induce 

la degradación de Δ133p53α, Δ133p53β, y Δ133p53ɣ [61]. De forma similar, nuestros 

resultados muestran que E6, E6*I y E6*II del VPH 16 no afectaron a los niveles 

relativos de Δ133p53. Se ha sugerido que la falta de efecto de E6 sobre los niveles de 

las isoformas Δ133p53 (α, β y ɣ) puede deberse a la pérdida de los primeros 132 

aminoácidos observada en dichas isoformas comparado con la p53 canónica [13], ya 

que dichos aminoácidos abarcan una región importante del DBD, región implicada en 

la interacción de E6 con E6AP, necesaria para la degradación posterior de p53 por la 

vía dependiente de la ubiquitina-proteasoma [4, 5]. No obstante, otro estudio sugiere 

que aunque la vía principal de degradación de p53 promovida por la oncoproteína E6 

de los VPH-AR es dependiente del sistema ubiquitina-proteasoma, estos virus pueden 
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utilizar una vía independiente para promover la degradación de p53 [2].  Con base en 

las diferencias observadas en los efectos de E6*I y E6*II del VPH-16 en los niveles de 

p53, Δ40p53 y Δ133p53, se investigó la posible interacción de las variantes de 

empalme de E6 del VPH-16 con p53, Δ40p53 y Δ133p53. No se detectó ninguna 

interacción de E6*I del VPH-16 con p53, Δ40p53 o Δ133p53 utilizando ensayos de Co-

IP, consistente con la falta de efecto en los niveles de proteína de las isoformas de p53 

observadas en presencia de E6*I del VPH-16 (Fig. 5, E-G). En cambio, se detectó la 

interacción entre p53 y E6*II del VPH 16 (Fig. 8D), que está relacionada con la 

disminución de los niveles de p53 (Fig. 5E y Fig. 7, A y B). Curiosamente, no se 

observó la formación de un complejo entre E6*II y Δ40p53, lo que concuerda con la 

ausencia de cambios en los niveles de Δ40p53 en presencia de E6*II y del inhibidor 

del proteasoma MG132 (Fig. 6B) y con los hallazgos obtenidos con los ensayos de 

Renilla en los que analizamos los niveles de proteína Δ40p53 utilizando actividades 

RLuc equivalentes para realizar Western blot (Fig. 7, A y C). 

Yin, et al. reportan que la isoforma Δ40p53 (también conocida como p53/p47, 

p47 y ΔNp53) podría inducir la apoptosis en las células H1299 (p53 nulas) [26]. Sin 

embargo, Δ40p53 puede actuar de forma dominante negativa inhibiendo la actividad 

transcripcional inducida por p53 y la apoptosis [24] y Δ40p53 por sí sola no induce la 

apoptosis en las células H1299 o Saos-2, ambas nulas para p53 [25]. En este studio, 

cuando se evaluó la apoptosis en las células H1299 transfectadas con p53, Δ40p53 o 

Δ133p53, fue observado un aumento considerable del porcentaje de apoptosis, 

especialmente cuando las células H1299 transfectadas fueron tratadas con cisplatino. 

No obstante, se observó que la expresión ectópica de p53 y Δ40p53 aumentó 
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significativamente los niveles de apoptosis en las células SiHa tratadas con cisplatino, 

pero en las células HeLa los niveles de apoptosis sólo aumentaban significativamente 

en presencia de p53 y cisplatino, lo que sugiere que el tipo de infección por VPH puede 

ser un factor determinante.   

Se ha reportado que en las células C33A, una línea de CaCu negativa al VPH 

y que posee una versión alterada de p53 (mutación en el codón 273), E6*I y E6*II 

ectópicas ejercen efectos opuestos sobre la apoptosis [50]. En este caso, E6*II 

muestra un mayor efecto apoptótico que E6*I en presencia del tratamiento con 

cisplatino. La característica clave de nuestras células modelo de CaCu es la presencia 

de p53 de tipo silvestre que puede estar influyendo en las diferencias observadas.  

Curiosamente, nuestros hallazgos sugieren que Δ133p53 no indujo ningún efecto 

apoptótico significativo en las células tratadas con cisplatino, lo que fue más notable 

en las células HeLa que en las células SiHa. El efecto de Δ133p53 sobre la apoptosis 

de las células derivadas de CaCu no se había reportado. Sin embargo, utilizando la 

línea celular de osteosarcoma U2OS que expresa p53, Aoubala, et al. reportan que 

Δ133p53α inhibe la apoptosis mediada por p53 y la detención del ciclo celular en G1 

pero no en G2 [17].  

En este estudio se observaron diferencias en el efecto apoptótico en las células 

SiHa y HeLa tratadas con cisplatino. Varios informes apoyan la idea de que p53 no 

está totalmente inactivada en las líneas celulares de CaCu, en particular, las células 

HeLa muestran una mayor actividad transcripcional basal de p53 que las células SiHa 

[62], además de que ambas líneas celulares de cáncer poseen un número diferente de 

copias de VPH, lo que sugiere que la capacidad de inducir apoptosis entre los 



E6*I y E6*II del VPH-16, isoformas de p53 y apoptosis en cáncer  
 
 

33 
 
Verónica Antonio Véjar  

 

tratamientos farmacológicos podría explicarse por estas diferencias. Con base en ésto, 

sugerimos que los tratamientos farmacológicos cuyo efecto dependen de la actividad 

de p53 pueden ser contrarrestados en presencia de las isoformas de p53 [63]. 

En el presente estudio se muestra el efecto de la expresión ectópica de la 

oncoproteína E6 del VPH-16 y de las isoformas E6*I y E6*II sobre los niveles relativos 

de las isoformas de p53, la interacción entre E6*II del VPH-16 y p53 y que la 

combinación de p53 o Δ40p53 con cisplatino induce un aumento de la apoptosis de 

las células cancerosas. Son necesarios más estudios para evaluar este efecto en 

modelos in vivo y esclarecer su papel en el tratamiento de los tumores asociados al 

VPH-16. Además, dado que los hallazgos sugieren que la combinación de p53 o 

Δ40p53 con cisplatino induce un aumento en la apoptosis de las células cancerosas 

que expresan las isoformas E6 del VPH-16, valdría la pena evaluar los niveles de las 

isoformas E6 y las isoformas p53 en pacientes con tumores positivos al VPH-16 para 

argumentar una posible respuesta antineoplásica. Es de gran interés el desarrollo de 

estrategias terapéuticas moleculares que aporten conocimientos para superar no sólo 

los problemas asociados a la fármacorresistencia, sino para mejorar la eficacia del 

cisplatino contra el cáncer. 

 

 

 

 

 

 



E6*I y E6*II del VPH-16, isoformas de p53 y apoptosis en cáncer  
 
 

34 
 
Verónica Antonio Véjar  

 

XI. CONCLUSIÓN 

Los hallazgos de este estudio muestran el efecto diferente de la expresión 

ectópica de la oncoproteína E6 y las variantes de empalme E6*I y E6*II del VPH-16 

sobre los niveles relativos de las isoformas de p53, la interacción entre E6*II del VPH-

16 y p53 y la inducción del aumento de la apoptosis de las células de cáncer que 

expresan dichas variantes de empalme en respuesta a la expresión ectópica de p53 o 

Δ40p53 sumada al tratamiento con cisplatino. 
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XIII. ANEXOS 

XIII.1 Artículo científico original: Antonio-Véjar, et al. Pathology- Research 

and Practice. 2022. 
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XIII.2 Coautora en artículo científico publicado en International Journal of 

Oncology. 2020. 
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XIII.3 Coautora en artículo científico publicado en Redox Biology. 
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