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RESUMEN 

La proteína E1 del virus del papiloma humano (VPH) es la única proteína del VPH con 

actividad enzimática. La principal función conocida de esta proteína es la regulación de la 

replicación del ADN viral. Sin embargo, se ha demostrado que el silenciamiento del RNAm 

de E1 del VPH-18 en las células HeLa (adenocarinoma), promueve la desregulación de 

diversos genes, particularmente aquellos involucrados en mecanismos de defensa del 

huésped contra infecciones virales; sin embargo, no se ha estudiado la contribución 

específica de la proteína E1 en un contexto no tumorigénico. El objetivo de este trabajo 

fue determinar el efecto de la proteína E1 del VPH en la regulación de la expresión de 

genes celulares a través de RNA-seq. Encontrando que las proteínas E1 de VPH-16 y 18 

indujeron la sobreexpresión de diferentes conjuntos de genes asociados con procesos de 

proliferación, invasión, diferenciación y angiogénesis, procesos involucrados en la 

transformación celular. E1 de VPH-16, 18 y 11 regularon negativamente genes de como 

IFNβ1 e IFNλ1 y genes estimulados por interferón (CCL5, VIPERIN, IFIT2), los cuales 

están involucrados en la respuesta inmune antiviral. Juntos, nuestros resultados indican 

que las proteínas E1 del VPH de alto y bajo riesgo juegan un papel importante en la 

inhibición de la respuesta inmune antiviral.  

Los mecanismos por los cuales la proteína E1 regula la expresión génica aún no se han 

determinado. Mecanismos epigenéticos juegan un papel importante en la regulación de la 

expresión de genes. Se ha determinado que la proteína E1 es capaz de interactuar con 

modificadores de cromatina, histona 1 (H1), una subunidad del complejo de remodelador 

de cromatina (Ini1 / hSNF5) y SIRT1, las cuales promueven la replicación viral. Otros 

modificadores de la cromatina son las desacetilasas de histonas (HDAC) los cuales 

pueden regular la expresión de genes celulares y virales. No obstante, aún se desconoce 

el efecto de E1 sobre HDAC, específicamente en HDAC3. Aquí, mostramos, que las 

proteínas E1 de VPH de alto y bajo riesgo disminuyen los niveles de proteína e 

interactúan con HDAC3, además, aumentan el nivel de la marca de activación 

transcripcional (H3K9ac). Este resultado sugiere que la proteína E1 puede tener un efecto 

sobre la HDAC3, que a su vez podría modular la expresión de los genes del huésped. En 

conjunto estos resultados aportan nueva evidencia de que la proteína E1 del VPH tiene 

otra función independiente a la replicación viral, ya que es capaz de inducir cambios en la 

expresión de genes celulares, pudiendo favorecer tanto el ciclo replicativo y/o la 

carcinogénesis.   
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ABSTRACT 

The E1 protein of the human papilloma virus (HPV) is the only HPV protein with enzymatic 

activity. The main known function of this protein is to regulate viral DNA replication. 

However, silencing of HPV-18 E1 mRNA in HeLa cells (adenocarinoma) has been shown 

to promote dysregulation of various genes, particularly those involved in host defense 

mechanisms against viral infections; however, the specific contribution of the E1 protein 

has not been studied in a non-tumorigenic context. The objective of this work was to 

determine the effect of the HPV E1 protein on the regulation of cellular gene expression 

through RNA-seq. Finding that HPV-16 and 18 E1 proteins induced the overexpression of 

different sets of genes associated with processes of proliferation, invasion, differentiation 

and angiogenesis, processes involved in cell transformation. On the other hand, HPV-16, 

18 and 11 E1 negatively regulated genes such as IFNβ1 and IFNλ1 and genes stimulated 

by interferon (CCL5, VIPERIN, IFIT2), which are involved in the antiviral immune 

response. Together, our results indicate that high and low risk HPV E1 proteins play an 

important role in inhibiting the antiviral immune response. 

The mechanisms by which the E1 protein regulates gene expression have not yet been 

determined. Epigenetic mechanisms play an important role in the regulation of gene 

expression. The E1 protein has been determined to be capable of interacting with 

chromatin modifiers: histone 1 (H1), a subunit of the chromatin remodeling complex (Ini1 / 

hSNF5) and SIRT1, these interactions have only been shown to promote viral replication. 

Other chromatin modifiers are histone deacetylases (HDAC) which can regulate the 

expression of cellular and viral genes. However, the effect of E1 on HDAC, specifically 

HDAC3, is still unknown. Here, we show, the high and low risk HPV E1 proteins decrease 

protein levels and interact with HDAC3, in addition, they increase the level of the 

transcriptional activation mark (H3K9ac). This result suggests that the E1 protein may 

have an effect on HDAC3, which in turn could modulate the expression of host genes. 

Together these results provide new evidence that the HPV E1 protein has another function 

independent of viral replication, since it is capable of inducing changes in the expression of 

cellular genes, being able to favor both the replicative cycle and/or carcinogenesis. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. Virus oncogénicos  

Los virus oncogénicos son responsables de aproximadamente el 20% del total de 

casos de cáncer en humanos (Lou et al., 2015). Esto se debe a su capacidad de 

alterar diferentes procesos celulares tales como proliferación, diferenciación, 

apoptosis, que finalmente promueven la carcinogénesis (Sevik et al., 2011). 

Dentro de los virus denominados oncogénicos encontramos al virus Epstein Barr, 

Virus de la Hepatitis B, Virus de la Hepatitis C, Virus del Papiloma Humano (VPH), 

Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (HIV1), Virus linfotrópico de células T 

tipo 1 (HTLV-1), Virus de Sarcoma de Kaposi y el recientemente identificado, 

Poliomavirus de células de Merkel (Krump et al., 2018). De todos ellos, el VPH es 

causante de la infección de transmisión sexual más prevalente a nivel mundial, el 

cual juega un papel importante en el desarrollo de distintos tipos de cáncer y 

afecta tanto a hombres como a mujeres (Álvarez-Argüelles et al., 2013). 

 

1.2. Virus del Papiloma Humano 

 

1.2.1. Estructura 

Los VPH son virus pequeños que pertenecen a la familia Papillomaviridae, miden 

aproximadamente 55 nm de diámetro y carecen de envoltura. Presentan una 

cápside icosaédrica compuesta por las proteínas virales L1 y L2, las cuales se 

organizan en pentámeros de L1 donde el centro es ocupado por una unidad de la 

proteína L2. Finalmente, la cápside se compone por 72 capsómeros (60 

hexámeros y 12 pentámeros), misma que alberga al genoma viral. Los VPH son 

causantes de verrugas genitales, algunos de los cuales poseen la particularidad 

de producir transformación celular, de ahí su gran relevancia en salud pública 

(Doorbar et al., 2015). 
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1.2.2. Genoma 

 

El genoma del VPH consiste en una doble cadena de DNA de forma circular 

compuesta por aproximadamente 8,000 pares de bases (pb), la cual presenta tres 

regiones: 1) región larga de control (LCR) o URR (del inglés “untranslated 

regulatory region”), que contiene los elementos necesarios para la replicación y 

transcripción de los genes virales (promotor, Enhancer) así como el origen de 

replicación viral (ORI); 2) región de genes tempranos (E: early) que codifica para 7 

proteínas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) involucradas en los procesos de replicación y 

transcripción del genoma viral, mismas que se expresan poco después de la 

infección y 3) región de genes tardíos (L: Late) que codifica para las proteínas L1 y 

L2 que componen la cápside, las cuales se expresan en la fase final del ciclo viral 

(figura 1) (Stanley, 2012; Kim, 2016) (Figura 1). 

 

 

 

 

, 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organización del genoma del VPH Organización del genoma del VPH 

LCR 

Figura 1. Representación esquemática del genoma del VPH-16. Se 
muestran las tres regiones en las que se divide el genoma del VPH. La región 
larga de control (LCR), la región de genes tempranos (E) y la región de genes 
tardíos (verde) que codifican para las proteínas de la cápside (L1-L2) (Stanley, 
2012). 
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1.2.3. Clasificación  

 

A la fecha, se han descrito más de 200 tipos de VPH, de los cuales cerca de 40 

infectan la región ano-genital, estos se clasifican con base a su potencial 

oncogénico en: a) VPH de bajo riesgo (BR), asociados al desarrollo de condilomas 

genitales y a lesiones de bajo grado, encontrando a los tipos 6 y 11 como los más 

frecuentes y en b) VPH de alto riesgo (AR), los cuales se asocian con el desarrollo 

de distintos tipos de cáncer, siendo los tipos 16 y 18 los más prevalentes 

(Bzhalava et al., 2013; Doorbar et al., 2017). 

 

1.2.4. Ciclo replicativo 

 

Para llevar a cabo su ciclo replicativo, los VPH infectan las células del epitelio 

plano estratificado escamoso, las partículas virales acceden a las células de la 

membrana basal a través de microlesiones en donde ingresa a la célula al 

interaccionar con diversas moléculas y receptores incluyendo el heparán sulfato 

proteoglicano de la membrana basal, α-integrina, receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (GFR), receptor del factor de crecimiento de queratinocitos 

(KGFR), a través de un mecanismo mediado por endocitosis (Raff et al., 2013). 

Una vez formado el endosoma temprano, este viaja a través del citoplasma y 

comienza un proceso de maduración del mismo hacia endosoma tardío, 

fusionándose finalmente con los lisosomas (Siddiqa et al., 2019). Debido a la 

acidez de los lisosomas, se lleva a cabo el desensamble del virión con la 

subsecuente liberación del genoma viral, mismo que es rescatado por la proteína 

L2 de la degradación lisosomal (Wang et al., 2013), al interactuar con proteínas 

del retrómetro como Sorting Nexin 17 (SXN17), formándose el complejo L2-DNA 

viral (Bergant and Banks, 2013). 

 

Una vez liberado, el DNA viral es transportado al núcleo. Se ha estudiado que la 

proteína L2 juega un papel importante en la entrada del genoma viral al núcleo 

(Pyeon, 2009); sin embargo, el mecanismo preciso de importación nuclear del 
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DNA viral aún no ha sido descrito en su totalidad. A este respecto, se postula que 

L2 interactúa con ciertas proteínas nucleares como Hsc70 facilitando el transporte 

del genoma viral del citoplasma al núcleo, por otra parte, también se ha 

determinado que el complejo L2-DNA viral (L2-vDNA) interactúa con la proteína 

motora dineína a través del dominio C-terminal de L2, que a su vez interactúa con 

la red de microtúbulos de actina conduciendo al complejo de L2-vDNA, del 

citoplasma hacia al núcleo (Wang y Roden, 2013). 

 

Una vez que el genoma viral se encuentra dentro del núcleo, comienza la 

expresión de los genes tempranos E1 y E2 los cuales regulan la replicación y 

transcripción del genoma viral, manteniéndolo en forma episomal en un bajo 

número de copias (50-200 copias/cel) (Egawa et al., 2012). Además, en las células 

basales se expresan los genes que codifican para las proteínas E6 y E7 los cuales 

promueven la proliferación celular, evasión de la apoptosis y retraso en la 

diferenciación celular, todo esto necesario para el establecimiento de la infección 

productiva (Bodily and Laimins, 2011). Durante esta etapa los niveles de expresión 

de E6 y E7 son regulados por la proteína E2 ya que actúa como un regulador 

negativo de estos genes debido a que, durante el proceso de replicación viral, E2 

se une a un sitio cercano al promotor de E6 y E7 impidiendo su transcripción 

(McBride, 2013). Además, la proteína E2, favorece la correcta segregación del 

genoma viral durante las infecciones persistentes, debido a que interactúa con la 

proteína BDR4 que se asocia a la cromatina durante la división celular, por otro 

lado, E2 interactúa con el episoma viral, durante la mitosis hay una segregación de 

las cromatidas, así como del genoma viral, asegurando que las células hijas 

contengan copias episomales del VPH (Jang et al., 2009). 

 

Durante la infección productiva, las células basales comienzan a diferenciarse, 

esto ocasiona un incremento en la expresión de la proteína temprana E1, se ha 

descrito que durante esta etapa se alcanzan altos niveles de esta proteína, así 

como de E2, E4 y E5 los cuales promueven la amplificación del genoma en las 

capas intermedias del epitelio (Doorbar, 2006) (Figura 2). La proteína E5 
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promueve la proliferación celular debido a que ocasiona una relocalización 

membranal de receptores para factores de crecimiento, así mismo esta proteína 

inhibe componentes de la respuesta inmune, por ejemplo, interfiere con la 

capacidad de las células para presentar antígenos a través del complejo principal 

de histocompatibilidad clase II (MHC-II) evitando la activación de los linfocitos T 

(DiMaio et al., 2013). Además, es capaz de evitar la activación de las células NKT 

al interferir con el procesamiento de CD1d (Miura et al., 2010), ayudando en la 

evasión de la respuesta inmune favoreciendo el proceso infeccioso inducido por el 

VPH. En las células superficiales del epitelio estratificado escamoso actúan las 

proteínas tardías L1 y L2, que se encargan del ensamble de la cápside del virus 

(Stanley, 2012). Por su parte, la proteína E4 promueve el colapso de la red de 

queratina (evita la fosforilación de la queratina al interferir con la cinasa celular 14-

3-3), necesaria para la liberación de los viriones en las capas superficiales y así 

asegurar un nuevo ciclo infectivo (Wang et al., 2004; Doorbar, 2013). 
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La integración del DNA del VPH al genoma de la célula huésped, es un evento 

importante en el proceso carcinogénico inducido por este virus, esto se lleva a 

cabo cuando existe una ruptura del genoma del VPH en la región de E2, 

conllevando a la sobre-expresión de las oncoproteínas virales E6 y E7, 

ocasionando la transformación celular (proliferación descontrolada, resistencia a la 

apoptosis, evasión de la respuesta inmune y la inmortalización celular) (Stanley, 

2012; Doorbar et al., 2015; Lentz y Shideler, 2016). 

 

Una de las proteínas del VPH que se encuentra presente durante todo el ciclo 

replicativo es E1, además, esta proteína ha tomado relevancia en los últimos años 

no solo por su papel en la replicación del genoma viral, si no también, por algunos 

estudios que indican un papel en la regulación de la expresión de genes de la 

célula huésped, implicados en el desarrollo a cáncer, así como su probable 

participación en la alteración de la respuesta inmune (Castillo et al., 2014; 

Baedyananda et al., 2017). Sin embargo, estos novedosos roles han sido poco 

estudiados. 

 

1.3. Proteína E1 del VPH 

 

1.3.1. Estructura  

 

E1 es una proteína que posee una localización tanto nuclear como citoplásmica, 

está altamente conservada y es la de mayor longitud codificada por el VPH. Su 

tamaño varía dependiendo del tipo viral, desde 600 hasta 650 aminoácidos con un 

Figura 2. Ciclo replicativo del VPH en el epitelio plano escamoso estratificado. El VPH 
infecta las células basales a través de microlesiones infectando las células basales, donde 
inicia una fase de mantenimiento del genoma. Al dividirse, una de las células hijas infectada se 
diferencia, iniciando la fase de la infección productiva en donde se expresarán diversos genes 
para el mantenimiento y amplificación del genoma. En las capas superficiales, se lleva a cabo 
el ensamblaje de la cápside vial debido a la expresión de las proteínas tardías L1 y L2. 
Finalmente se liberan nuevos viriones que infectan nuevas células. En algunos casos, el 
genoma viral se integra al genoma celular, siendo este un evento importante para la 
carcinogénesis(Modificado de Kahn, 2009)   
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peso molecular de 67 a 72 kDa, siendo la única proteína del VPH que posee 

actividad enzimática (Bergvall et al., 2013). La proteína E1 se divide en 3 dominios 

funcionales (Figura 3) incluyendo una región amino terminal, un dominio de unión 

al DNA y una región ATPasa, importantes para desempeñar sus funciones de 

helicasa durante la amplificación del genoma viral (Côté-Martin et al., 2008; 

Bergvall et al., 2013). 

 

La región amino terminal (N-terminal) de aproximadamente 200 aminoácidos, es el 

dominio menos conservado de la proteína E1. Incluye dos señales de localización 

nuclear (NLS) y una señal de exporte nuclear (NES), así como un motivo de unión 

a ciclinas (CBM) involucrado en su interacción con ciclina A/E y con el complejo 

cinasa dependiente de ciclina 2 (Cdk2), entre otras cinasas (Bergvall et al., 2013). 

El Dominio de unión al DNA (DBD) reconoce secuencias específicas en el origen 

de replicación “Ori” de la LCR y el extremo carboxilo terminal (C-terminal) contiene 

un dominio de helicasa (DH) dependiente de ATP, un dominio de oligomerización 

(O) necesario para oligomerizarse ya sea en un doble-hexámero en presencia del 

Ori y ATP o en un hexámero en presencia de ssDNA. Finalmente, contiene una 

región denominada abrazadera (Brace), una secuencia corta flexible que juega un 

papel en el montaje y estabilización del hexámero E1 sobre el DNA. Este 

mecanismo de estabilización de hexámero se conserva en las proteínas E1 de 

todos los tipos de VPH (Côté-Martin et al., 2008; Bergvall et al., 2013). 

 

1.3.2. Función de E1 

 

Hasta ahora, la única función atribuida para esta proteína es en la replicación del 

DNA del VPH, la cual inicia cuando E1 se une al Ori con ayuda de la proteína viral 

E2, la cual ayuda a posicionar y estabilizar a E1 en el Ori, formando el complejo 

ternario E1-E2-ori. Este complejo sirve como base para reclutar más unidades de 

la proteína E1 así como ATP, formando un doble-trímero (DT) de E1. 

Posteriormente se reclutan más unidades de proteína E1 y se lleva a cabo la 

hidrólisis de ATP, el DT de E1 se convierte en un doble-hexámero en el que cada 
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uno de los dos hexámeros circunda una cadena del DNA, provocando la apertura 

de la misma. Esto conlleva al reclutamiento de la maquinaria de replicación 

celular, que incluye a la DNA polimerasa α primasa (Pol α-prim), Topoisomerasa I 

(Topo I), proteína de replicación A (RPA), el antígeno nuclear de proliferación 

celular (PCNA) y la DNA polimerasa δ, que finalmente permite la replicación del 

DNA del VPH (Figura 4) (Melendy et al., 1995; Park et al. 1994; Han et al., 1999; 

Hu et al., 2006). 

 

La capacidad de E1 para promover la formación de la horquilla de replicación 

involucra su interacción con una variedad de proteínas con actividades diversas, 

haciendo pensar que E1, no solo sería capaz de participar en la replicación del 

genoma viral, sino que podría de cierta manera regular otros procesos en el DNA 

celular, dentro de ellos, la regulación de la expresión de genes celulares, evento 

que ha sido estudiado para otros virus en diversas patologías  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura de la proteína E1 del VPH. La región amino N-terminal (naranja) posee 

dos señales de localización nuclear bipartita (NLS) (amarillo) y una señal de exporte nuclear 

(NES) (negro). De color verde se indica el dominio de unión al DNA (DBD) requerido para su 

interación con el origen de replicación (Ori). La región de oligomerización (O), el dominio de 

unión a ATP y la abrazadera se localizan en la región Carboxilo C-terminal (color azul), 

necesarios para su interacción con otras proteínas E1 y para la actividad de helicasa (Bergvall 

et al., 2013). 
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Figura 4. Replicación del genoma de 

VPH. La replicación del DNA viral se 

inicia con el reclutamiento de E1 al Ori 

en la LCR con ayuda de E2, resultando 

en el montaje de un complejo ternario 

E1-E2-ori. Este recluta más proteínas 

E1 formándose un doble-trimero de E1 

(DT), además se da la unión de ATP. 

El DT recluta nuevas moléculas de E1 

conviertiéndolo rápidamente en un 

doble hexámero con la posterior 

hidrólisis de ATP y la subsecuente 

formación de la horquilla de 

replicación, favoreciendo la replicación 

del genoma del VPH. Tomado de 

Bergvall et al., 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Antecedentes 

 

 

 

 

 

 

2.1. Regulación de la expresión de genes celulares mediada por virus 

 

Se ha demostrado que, durante la infección por diversos virus, se producen 

cambios en la expresión de genes celulares favoreciendo el ciclo replicativo viral 

(Krishnan et al., 2004). En un estudio realizado por Zhu y cols. (1998) se evaluó la 

expresión de genes celulares a los 40 min, 8 h y 24 h post-infección por 

citomegalovirus (HCMV) encontrando que, 27 transcritos se sobre-expresaron a 

los 40 min, mientras que a las 8 y 24 h post-infección 93 y 364 transcritos 

aumentaron respectivamente (Zhu et al., 1998). Entre las proteínas celulares 

afectadas por la infección viral se encontraron proteínas asociadas a interferón, 

citocinas, sistemas de degradación de proteínas y factores de transcripción, 

indicando que la presencia del virus es capaz de inducir cambios en la expresión 

de genes celulares. 

Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar los efectos de los virus 

sobre la expresión de genes, destacando que los herpes virus 1 y 2 (HSV-1 y -2), 
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herpes virus asociados a sarcoma de Kaposi (KSHV) y los virus Epstein Barr 

(EBV) son capaces de regular la expresión de genes celulares a través de 

mecanismos utilizados en común, como la inhibición de la iniciación y terminación 

de la transcripción, inhibición del “splicing” y la degradación de los RNAm en el 

citoplasma (Rivas et al., 2016). Price y colaboradores (2012) determinaron los 

cambios en la expresión de genes celulares inducidos por EBV en líneas celulares 

derivadas de linfocitos B transformados (linfoblastoide) mediante el uso de 

microarreglos de expresión, encontrando que la presencia de EBV provocó un 

aumento en genes asociados a procesos de proliferación celular, respuesta a 

estrés, la vía de p53, citoesqueleto, así como inhibición de la apoptosis e 

interesantemente afectó la actividad del factor transcripcional NF-κB (Price et al., 

2012). Un estudio realizado por Kang y colaboradores (2018), demuestran que la 

presencia del VPH-16 en queratinocitos cervicales primarios (16HCK) induce 

cambios en la expresión de genes celulares afectando diversos celulares 

asociados a la carcinogénesis (proliferación, respuesta inmune, diferenciación) 

(Kang et al., 2018). 

 

Si bien la presencia de los virus ocasiona un cambio en la expresión de genes 

celulares, se ha demostrado que ciertas proteínas virales inducen cambios en la 

expresión génica mediante la regulación de factores y co-factores 

transcripcionales. Estos datos sugieren que, durante la infección viral se producen 

cambios importantes en la expresión de genes celulares no solo para favorecer el 

ciclo replicativo viral sino también para alterar procesos clave implicados en la 

transformación celular (Tabla 1). 
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Tabla 1. Proteínas celulares asociadas a regulación transcripcional afectadas por 
virus oncogénicos. (Modificada de Mesri et al, 2014; Dayaram et al., 2008; Roman 
et al., 2013; Vande et al., 2013). 
  

Virus Proteína viral Proteínas celulares 

EBV EBNA 

LMP-1 

LMP-2A 

NFkB 

PI3K, ERK1/2 

HBV HBx p53, Rb, Wnt, src, DNMTs, ras, 

PI3K JNK, NF-κB, ERK1/2. TGFβ, 

HDACs 

HCV Core, NS3, Ns5A p53, PARP, hTERT, TGFβ, HDACs, 

HTLV-1 Tax NFkB, CREB, PI3K, DDR 

KSHV vFLIP 

LANA 

vGPCR 

vIRF-1 

NFkB 

p53, Rb, HIF, Notch, Wnt 

PI3K-AKT-mTOR, ERK, p38, JNK, 

NFkB, 

IFN, p53, ATM, Bim 

VPH E6 

 

E7 

p53, E6AP, IRF3, P300, AP-1, 

NOTCH 

E2F, BRG1, c-FOS, DNMT1, 

SIRT1, hTERT 

EBV: Epstein-Barr, VHB: Hepatitis B, VPH: Virus del Papiloma Humano, HCMV: 

Citomegalovirus, HTLV-1: Virus Linfotrópico T Humano, KSHV: Sarcoma Kaposi asociado 

a herpesvirus. 

 

2.2. Regulación de la expresion de genes celulares por las proteinas del VPH 

 

Se ha demostrado que algunas proteínas del VPH como E2, E6 y E7 son capaces 

de regular la expresión de genes celulares para favorecer el ciclo replicativo o la 

carcinogénesis. E2 es una proteína de expresión temprana, que actúa como un 

regulador transcripcional de la expresión de genes virales (McBride, 2013), que  

además, se ha descrito que puede regular la expresión de genes celulares, tal 

como lo demuestran los estudios realizados por Ramírez et al. (2011) y Fuentes-

González et al. (2019) donde observan que la presencia de E2 del VPH-16 y VPH-

18, respectivamente, induce cambios en la expresión de genes asociados a 
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procesos de apoptosis, proliferación y diferenciación en la línea celular C33-A 

(Ramírez et al., 2011; Fuentes-González et al., 2019). 

 

Por otra parte, las proteínas E6 y E7 son capaces de promover la transformación 

celular (Tomaić, 2016), lo que se debe en gran parte a su habilidad para regular la 

expresión de genes celulares. Un estudio realizado por Smith y colaboradores 

(2016), analizó que la presencia de E6 y E7 del VPH-16 indujo cambios en 

reguladores transcripcionales en un modelo celular derivado de cáncer de cérvix 

(W12), encontrando que en presencia de E6 del VPH-16 siete reguladores 

transcripcionales maestros se expresaron diferencialmente (EGR3, FOSB, NR4A2, 

PRDM1, SOX9, OVOL1 y MNT) y cinco más en presencia de E7 (PA2G4, ENO1, 

TEAD4, FOXO4 y ZNF365) (Smith et al., 2016). Yang y colaboradores (2019), a 

través de la tecnología RNA-seq, mostraron que la presencia de E6/E7 de VPH-16 

indujo cambios en la expresión de genes celulares en queratinocitos primarios. 

Los autores observaron que la presencia de las oncoproteínas E6 y E7 provocó 

cambios en 301 genes (120 sobre-expresados y 181 sub-expresados), los cuales 

están involucrados en diferentes procesos celulares como adhesión celular, 

crecimiento tumoral, citólisis, diferenciación de queratinocitos, formación de 

colonias, muerte celular, respuesta inmune e invasión (Yang et al., 2019). Por lo 

tanto, las oncoproteínas del VPH son capaces de promover cambios en la 

expresión de genes a través de la alteración de reguladores transcripcionales, 

teniendo un impacto tanto en el ciclo replicativo como en la carcinogénesis.  

 

2.3. Regulación de genes celulares a través de mecanismos epigenéticos 

mediado por virus  

 

La cromatina es una estructura altamente ordenada compuesta por DNA, RNA, 

histonas y otras proteínas cromosómicas, la cual ayuda a compactar el DNA 

dentro del núcleo y a regular diferentes procesos celulares como la replicación, 

transcripción y el daño al DNA (Black et al., 2011). La cromatina tiene como 

unidad mínima al nucleosoma o fibra de 10 nm constituida por dímeros de cuatro 
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proteínas básicas llamadas histonas (H2A, H2B, H3 y H4), mismas que conforman 

el core nucleosomal sobre el cual se asocian aproximadamente 146 pares de 

bases del DNA (Chen et al., 2014). El siguiente nivel de organización de la 

cromatina es la fibra de 30 nm o solenoide, la cual se forma con ayuda de la 

histona H1 o histona linker, esta se une al DNA que se encuentra libre entre los 

nucleosomas (Maeshima et al., 2013). La fibra de 30 nm se pliega sobre sí misma 

y forma “bucles” de cromatina con un tamaño promedio de entre 50-100 Kpb de 

DNA. Posteriormente, estos bucles se pliegan y súper enrollan para finalmente 

obtener los cromosomas que se observan en metafase, el cual representa el 

máximo nivel de compactación (Annunziato et al., 2008). La presencia de 

nucleosomas o la fibra de 30 nm se convierte en un impedimento para llevar a 

cabo diferentes procesos celulares como la transcripción, ocasionando que las 

secuencias del DNA no sean accesibles a los factores celulares encargados de 

llevar a cabo estos procesos (Annunziato et al, 2008). Adicionalmente, diversos 

mecanismos epigenéticos están asociados a la regulación de la expresión de 

genes. A la fecha, se han descrito seis mecanismos epigenéticos: 1) Metilación del 

DNA, 2) modificaciones post-traduccionales de las histonas (MPH), 3) Complejos 

remodeladores de la cromatina ATP-dependientes, 4) Variantes de histonas), 5) 

RNAs no-codificantes y 6) Organización tridimensional de la cromatina, los cuales 

tienen un efecto sobre la cromatina promoviendo o evitando el reconocimiento de 

secuencias del DNA por factores en trans con un impacto en la expresión de 

genes celulares (Felsenfeld, 2014; Aristizabal et al., 2019).  

 

Los virus de DNA como los poliomavirus, adenovirus, VPH, herpesvirus y virus de 

la hepatitis B son capaces de organizar su genoma en cromatina (Lieberman et al., 

2008). Esto es necesario para regular diferentes procesos en el genoma viral 

como, la replicación, la transcripción, la estabilización del genoma y el 

empaquetamiento de viriones (Balakrishnan et al., 2017). Además, se ha 

demostrado que algunos virus son capaces de regular algunos mecanismos 

epigenéticos como la Metilación del DNA, modificaciones post-traduccionales de 

las histonas, complejos remodeladores ATP-dependientes, variantes de histonas, 
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RNAs no-codificantes y la organización tridimensional de la cromatina, 

favoreciendo su ciclo replicativo (tabla 2) Balakrishnan y Milavetz, 2017). No 

obstante, esto también podría tener consecuencias, ya que también podrían estar 

regulando la expresión de genes celulares asociados a la carcinogénesis. 

 

Tabla 2. Mecanismos epigenéticos regulados por virus. (Modificado de 

Balakrishnan y Milavetz, 2017; Placek et al., 2009; Conn et al., 2013; Tsai et al., 

2014; Albright y Kalejta, 2016; Moquin et al., 2018; Hensel et al., 2018; Kuss-

Duerkop et al., 2018).  

Virus Mecanismo 

epigenetico 

Efecto en la 

expresión de 

genes 

Impacto en la 

cromatina 

Poliomavirus, VPH, 

EBV, KSHV, 

Hepatitis B, 

Metilación del DNA Silenciamiento de 

genes 

viral y celular 

Poliomavirus, VPH, 

Hepatitis B, HSV, 

EBV, KSHV, 

Localización de 

nucleosomas 

Accesbilidad a 

secuencias del DNA 

(Activación o 

represión) 

Viral y celular 

Poliomavirus, 

SV40, Merkel, 

Adenovirus, VPH, 

Hepatitis B, EBV, 

HSV-1 

Modificaciones post-

traduccionales de 

las histonas 

Activación o 

represión) 

Celular y viral 

HSV-1, HCMV, EBV Variantes de 

histonas 

Replicación viral y 

regulación de la 

expresión de genes 

virales 

 Viral 

Poliomavirus, 

SV40, VPH, EBV 

miRNA Regulación de la 

expresion de genes 

Celular y viral 

EBV, EBV Organización 

tridimensional de la 

cromatina 

Regulación de la 

expresión de genes 

virales 

Viral 

EBV: Epstein-Barr, VHB: Hepatitis B, VPH:Virus del Papiloma Humano, SV40: virus del simio 40, 

HSV-1: Herpes simplex, HCMV: Citomegalovirus. (Modificado de Balakrishnan y Milavetz, 2017; 

Placek et al., 2009; Conn et al., 2013; Tsai et al., 2014; Albright y Kalejta, 2016; Moquin et al., 

2018; Hensel et al., 2018; Kuss-Duerkop et al., 2018). 
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 2.4 E1 del VPH regula la expresión de genes celulares y a modificadores de 

la cromatina.  

 

Un estudio realizado por Seedorf y colaboradores (1987) identifico la presencia del 

RNAm y de una proteína (mediante un anti-suero) de 70 kDa que correspondía la 

proteína E1 en la línea celular HeLa (células derivadas de adenocarcinoma 

positivas para VPH-18).  Con el objetivo de determinar el papel de esta proteina en 

la línea celular de adenocarcinoma Castillo y colaboradores (2014) inhibieron la 

expresión del RNAm de E1 utilizando RNAs cortos de interferencia (siRNAs) y 

determinaron la expresión diferencial de genes mediante microarreglos de 

expresión. El análisis mostró 2669 genes expresados diferencialmente, de los 

cuales 1718 genes se encontraron sobre-expresados y 951 genes fueron 

regulados negativamente. Además, se encontró un aumento significativo de cuatro 

conjuntos de genes implicados en mecanismos de defensa del huésped frente a la 

infección viral, los cuales incluyen: vías de señalización de los Toll like receptor 

(TLR), vía de señalización de interferón, genes antivirales estimulados por 

interferón (ISG) y señalización de apoptosis (Castillo et al., 2014), sin embargo, los 

mecanismos por los cuales E1 de VPH pudiera estar regulando la expresión de 

dichos genes aún no han sido esclarecidos.  

 

En 1997, Favre y colaboradores determinaron que el genoma del VPH es capaz 

de organizarse en una estructura similar a la cromatina (Favre et al., 1977). 

Posteriormente, se demostró que la LCR del VPH presenta una organización en 

cromatina (Stünkel y Bernard, 1999), por lo que el VPH debe ser capaz de 

interactuar con proteínas celulares que le permitan modificar la estructura de la 

cromatina viral y poder llevar a cabo la replicación y transcripción de su genoma. 

Se ha determinado que los VPH son capaces de alterar la expresión de genes 

celulares mediante la regulación de algunos mecanismos epigenéticos (tabla 2) 

(Poreba et al., 2011; Balakrishnan et al., 2017), esto se debe principalmente a la 

capacidad de las oncoproteínas (E6 y E7) para afectar directamente o indirecto a 

diferentes componentes epigenéticos (Ferrari et al., 2009). Cambios en el patrón 
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de metilación y la alteración en la modificación de histonas son los principales 

mecanismos epigenéticos afectados por el VPH, los cuales, regulan la expresión 

de genes celulares que pueden contribuir al ciclo replicativo así, como a la 

carcinogénesis. 

 

Al respecto, un estudio realizado por Swindle y Engler (1998), demostró que la 

proteína E1 del VPH-11 es capaz de interactuar con la histona H1. A través de 

Far-Western blot, co-inmunoprecipitación y mediante ensayos de protección con 

DNAsa I determinaron que conforme se aumenta la concentración de E1, existe 

una mayor degradación del DNA indicando que la proteína E1 del VPH puede 

interactuar y desplazar a la histona H1 dejando accesibles diversas regiones del 

DNA viral (Engler y Swindle, 1998), lo que podría favorecer diversos mecanismos 

como la replicación y transcripción viral. Un estudio reveló que la proteína E1 de 

los VPH-18 y 11 interactúa con Ini1/hSNF5, una subunidad del complejo de 

remodelación de la cromatina SWI/SNF. Mediante ensayos de replicación 

transitoria, se determinó que la replicación del DNA del VPH-18, es estimulada de 

una manera dependiente de la dosis de Ini1/hSNF5, además se observó que la 

replicación se inhibe al usar un RNA antisentido para Ini1/hSNF5. Estos resultados 

indican que la interacción E1 con Ini1/hSNF5 es necesaria para la replicación del 

DNA del VPH (Lee et al., 1999).  

 

Como se mencionó anteriormente, el VPH puede regular la expresión de genes 

celulares al interactuar con reguladores transcripcionales como factores de 

transcripción; sin embargo, también son capaces de regular a componentes 

epigenéticos los cuales juegan un papel importante en modular la expresión de 

genes celulares. A la fecha no se ha demostrado si la proteína E1 del VPH puede 

inducir cambios en la expresión de genes celulares a través de la modulación de   

mecanismos epigenéticos específicamente a modificadores de la cromatina.  
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3. Justificación 

 

Se ha determinado que el silenciamiento del gen E1 del VPH-18 en un contexto 

celular de cáncer afecta la expresión de genes celulares, sin embargo, no se ha 

determinado si la sola presencia de la proteína E1 de los VPH de alto o bajo riesgo 

son capaces de inducir cambios en la expresión de genes celulares en un contexto 

celular no tumorigénico. Además, se sabe que la proteína E1 es capaz de 

interactuar con proteínas modificadoras de la cromatina, que a su vez están 

implicadas en la regulación de expresión de genes.  

 

Por lo que resulta de interés evaluar el efecto de la proteína E1 del VPH de alto y 

bajo riesgo sobre la expresión de genes celulares e identificar genes que pudieran 

repercutir en el ciclo replicativo y/o en la carcinogénesis inducida por este virus, 

así como los posibles mecanismos involucrados en dicha regulación.  

 

 

4. Hipótesis 

 

Las proteínas E1 de los VPH de alto y bajo riesgo inducen cambios en la 

expresión de genes celulares mediado por mecanismos epigenéticos.   
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5. Objetivos 

 

5.1. General 

 

Determinar la participación de la proteína E1 de los VPH de alto riesgo (tipo 16,18) 

y bajo riesgo (tipo 11) en la expresión de genes celulares y su implicación con 

mecanismos epigenéticos. 

 

 

5.2. Específicos 

 

En la línea celular inmortalizada negativa a VPH (HaCaT) que expresen de 

manera transitoria la proteína E1 de los VPH-16,18 y 11: 

 

1. Determinar el efecto de E1 de los diferentes tipos virales en la expresión de 

genes celulares. 

2. Seleccionar grupos de genes expresados diferencialmente para su 

validación. 

3. Evaluar el efecto de E1 del VPH sobre proteínas modificadoras de la 

cromatina: Desacetilasas de histonas y acetiltransferasas de histonas.  

4. Determinar la unión de E1 a los promotores de los genes expresados 

diferencialmente. 
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6. Material y Métodos 

 

6.1 Línea celular 

 

Se empleó la línea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT, 

negativa a la infección por VPH. La línea celular HaCaT fue mantenida en medio 

Eagle de Dulbecco modificado F12 (DMEM-F12) enriquecido con suero bovino 

fetal al 10% a 37°C en ambiente húmedo y CO2 al 5%. 

 

6.2 Plásmidos 

 

Se usaron tres plásmidos para expresar la proteína E1 de los VPH-16, 18 y 11. El 

plásmido pcDNA-HPV18 E1 expresa la proteína E1 del VPH18 bajo el control del 

promotor CMV y posee el tag HA en su extremo amino terminal (Amador Molina et 

al., 2019). El plásmido pMHPV16 E1HA que expresa la proteína E1 de VPH16 y el 

plásmido pMHPV11 E1HA que expresa la proteína E1 de VPH11 contienen la 

bandera de HA, los cuales fueron amablemente donados por el Dr. Mart Ustav, 

Institute of Molecular and Cell Biology, Institute of Technology, University of Tartu, 

Estonia. El plásmido pCA se usó como plásmido control al carecer de secuencias 

codificantes. 

 

6.3 Transformación bacteriana 

Generación de bacterias competentes 

Para recuperar los plásmidos, estos fueron transformados en bacterias 

competentes. La cepa DH5α de Escherichia coli se hizo competente mediante el 

método de CaCl2. Brevemente, 50mL de medio Luria Berth (LB) fueron inoculados 

con las bacterias hasta alcanzar una DO600=0.4, estas se incubaron en hielo 

durante 15 min, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm/4°C/10 min. El botón 

celular se resuspendió en una solución fría de CaCl2-Tris pH 7.5 y se incubó 30 

min en hielo, las bacterias se centrifugaron nuevamente a 2500 rpm/4°C/10 min 



PARTICIPACIÓN DE LA PROTEÍNA E1 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) DE ALTO Y BAJO RIESGO EN LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES CELULARES  
 

 

Leonardo Josué Castro Muñoz   20 
 

para finalmente resuspender el botón celular en 3.3mL del mismo buffer. 

 

Transformación 

Para este fin se empleó el método de choque térmico. En tubos colocados en hielo 

se agregaron por separado 100ng de cada plásmido. A cada tubo se le añadieron 

200µL de las bacterias competentes y se incubaron por 30 min en hielo. Tras la 

incubación, se generó un choque térmico de hielo a 42°C por 2 min y nuevamente 

en hielo por 5 min. Después, se añadieron 800µL de LB estéril y se incubó 1h a 

37°C en agitación constante a 300rpm. Al finalizar el tiempo de incubación, 

alícuotas de las bacterias se sembraron por separado mediante estría masiva en 

placas LB suplementadas con 100 µg/mL de ampicilina como medio de selección y 

se incubaron a 37°C toda la noche para la obtención de colonias transformantes. 

 

6.4 Aislamiento y purificación de DNA de plásmidos de expresión 

 

Los diferentes plásmidos fueron extraídos utilizando el kit PureLink™ HiPure 

Plasmid Filter Maxiprep Kit® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) basado en una 

lisis alcalina modificada, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 

una colonia de las placas de selección positiva de transformación fue inoculada 

por estría aislada en agar LB con ampicilina y se incubó toda la noche a 37°C, de 

este cultivo una colonia aislada se seleccionó e inoculó en 5mL de LB con 

ampicilina en agitación constante 6-8h. El cultivo inicial se diluyó en 300mL de LB 

estéril incubándolo a 37° en agitación constante toda la noche. Al día siguiente, las 

bacterias fueron centrifugadas a 6000 x g durante 10 min a 4°C, el botón celular se 

resuspendió en 10mL del buffer de resuspensión R3 con RNasa A, posteriormente 

se añadieron 10mL del buffer de lisis L7, mezclando cuidadosamente por inversión 

y se incubó por 5 min a temperatura ambiente. Al finalizar la incubación, se 

añadieron 10mL de buffer de precipitación (N3) mezclando por inversión. El lisado 

celular resultante se centrifugó a 12500 x g durante 10 min a temperatura 

ambiente. El sobrenadante se vertió en una columna equilibrada con buffer EQ1, 

permitiendo que la solución se drenara por gravedad. Se añadieron 60mL de 
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buffer de lavado W8 a la columna, cuando todo el fluido se descartó, se añadieron 

a la columna 15 mL del buffer de elusión E4, permitiendo un flujo por gravedad en 

un tubo estéril. La solución eluida contiene el DNA purificado que fue precipitado 

con 10.5mL de isopropanol, posteriormente se centrifugó a 12500 x g por 5 min a 

4°C descartando el sobrenadante. El DNA se lavó una vez con 5mL de etanol al 

70%, descartando el sobrenadante. El botón de DNA purificado se resuspendió en 

buffer TE. Se determinó la concentración e índice de pureza y se almacenó hasta 

su uso a -20°C. Finalmente, los plásmidos fueron secuenciados y alineados con la 

herramienta BLAST (Basic Local Alignment sequence Search Tool) del NCBI 

(National Center for Biotechnology Information, U.S, 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK_LOC=blasthome) verificando su identidad. 

 

 

6.5 Transfección 

Para transferir el material genético a las células en cultivo se empleó el método 

químico de dendrímeros activados en condiciones estériles utilizando el reactivo 

Polyfectamine (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sembraron 

380,000 células HaCaT en placas de 60mm, se incubaron durante 24 horas para 

permitir la adherencia y una confluencia del 70 al 80%. Posteriormente, se aspiró 

el medio y se añadieron 2mL de medio de cultivo nuevo, tras lo cual se 

transfectaron los plásmidos correspondientes: 4.5 µg de plásmido pCA como 

control de transfección y 4.5 g de los plásmidos pcDNA-HPV18 E1, pMHPV16 

E1HA y pMHPV11 E1HA se incubaron durante 5 min con medio DMEM F-12 sin 

suero para posteriormente adicionar 10l del reactivo Polyfectamine (Qiagen, 

Hilden Alemania). La mezcla se incubó por 25 min a temperatura ambiente y se 

agregaron 600 l de medio DMEM F-12 con suero fetal bovino al 10%. 

Posteriormente, la mezcla final se agregó sobre la monocapa celular y se 

incubaron durante 24 h (condiciones temperatura, CO2). Transcurrido este tiempo, 

el medio de cultivo fue retirado y las células transfectadas se usaron para realizar 

los diferentes ensayos, como RNA-seq, qPCR, Western Blot (WB), 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Fraccionamiento celular y Co-inmunoprecipitación (Co-IP). 

 

6.6 Obtención de RNA y síntesis de cDNA 

 

Se utilizaron células HaCaT, las cuales fueron sembradas en placas de 60mm por 

triplicado, posteriormente se transfectaron con 4.5 µg de cada uno de los tipos de 

plásmidos de E1 del VPH y el pCA. Después de 24 hrs postransfección se obtuvo 

el RNA total de cada condición utilizando el RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, 

Alemania) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El RNA obtenido se 

resuspendió en 30uL de H2O libre de RNasas, posteriormente fue tratado para 

asegurar la eliminación del DNA con el kit DNAse Free DNA removal kit (Thermo 

Fisher Scientific, Wlatham, MA USA). Se utilizaron 400 ng de RNA para la reverso-

transcrición (RT) empleando Oligo dT utilizando el Kit GeneAmp RNA PCR Core 

Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La expresión de E1 de los 

diferentes tipos de VPH fue verificado por RT-PCR utilizando primers específicos 

enlistados en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Lista de primers usados.  

Gene Forward 5´ Reverse 3´ Fragmento (bp) 

E1 VPH-16 GGTTACAACCATTAGCAGAT ACCAATGGTCTATGCTTTAC 200 

E1 VPH-18 CTGCTCACAACTAACATTCA CCGTTCTTATCAAATGGGAA 170 

E1 VPH-11 GTGTACAGGATGGTTTATGG TGTCATCAATAAAGTCCACC 150 

IFNβ1 GCCAAGGAGTACAGTCACTG TGAAGCAATTGTCCAGTCCC 100 

IFNλ1 CGCCTTGGAAGAGTCACTCA GAAGCCTCAGGTCCCAATTC 100 

18s AACCCGTTGAACCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 140 

CCL5 o 

RANTES 

GCTGTCATCCTCATTGCTACTG TGGTGTAGAAATACTCCTTGATGT 150 

RSAD2 o 

Viperin 

CACAAAGAAGTGTCCTGCTTGGT 

 

AAGCGCATATATTTCATCCAGAATAAG 150 

IFIT2 ACTGCAACCATGAGTGAGAAG GCCTCGTTTTGCCCTTTGAG 140 
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6.7. RNA-Seq 

 

Preparación de bibliotecas y secuenciación 

El RNA total fue obtenido de tres transfecciones independientes por condición. La 

cuantificación del RNA se realizó a través de espectrofotometría utilizando un 

espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific Waltham, MA USA). La 

integridad del RNA, se evaluó mediante el rango de integridad (RIN), el cual se 

determinó a través de electroforesis capilar, usando el equipo Bioanalyzer 2100 

(Agilent Technologies In., Santa Clara, CA USA); todas las muestras mostraron un 

valor de RIN >9.0. Las bibliotecas a emplearse en el RNA-seq de todas las 

réplicas (n=12) fueron construidas utilizado el kit TruSeq Stranded Preparation kit 

(Ilumina, San Diego, CA) con una longitud de lectura de 76pb. La secuenciación 

de las muestras se realizó con el equipo Illumina NextSeq 500, generando un 

mínimo de 40 millones de lecturas por muestra. Las lecturas de pares de bases 

fueron asignadas de acuerdo a la puntuación de calidad y alineadas de acuerdo 

con la referencia genómica RefSeq (hg19) utilizando Bowtie, la cuantificación del 

número de archivos se generó con el Htseq.count. Finalmente, la expresión 

diferencial de genes se realizó empleando el software DESeq2, en donde los 

valores de p<0.05 y p ajustada (p-Adj) <0.05 fueron consideradas como 

estadísticamente significativas (BIOCONDUCTOR: Open Source Software For 

Bioinformatics) 

 

Análisis Bioinformático 

 

El flujo del análisis bioinformático se llevó a cabo utilizando las herramientas 

otorgadas por la plataforma Illumina’s Base Space. El análisis de los procesos 

biológicos (categoría GO) se obtuvo utilizando la expresión diferencial de genes y 

su visualización a través de ClueGo (Plug-in de Cytoscape). El análisis de 

integración (IPA) se realizó para determinar las vías de señalización canónicas y 

las vías funcionales afectadas por la expresión diferencial de genes. La prueba de 

exactitud de Fisher fue realizada de forma automática por el software  



PARTICIPACIÓN DE LA PROTEÍNA E1 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) DE ALTO Y BAJO RIESGO EN LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES CELULARES  
 

 

Leonardo Josué Castro Muñoz   24 
 

 

6.8. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) 

 

Las células HaCaT fueron transfectadas con los plásmidos que expresan a E1 del 

VPH de cada tipo viral así, como con el plámido pCA. 400 µg de RNA fue reverso-

transcrito de cada condición, con primers Oligo dT utilizando el kit GeneAmp RNA 

PCR Core Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se evaluó la expresión 

de los genes FOSB, IFIT2, CCL5, RSAD2, IFNβ1 y IFNλ1 mediante qPCR 

utilizando primers específicos para cada gen, los cuales se enlistan en la tabla 3. 

Como control de expresión constitutiva se utilizó el gen 18S. Los resultados fueron 

presentados como una cuantificación relativa utilizando el método de ΔΔCt 

(Schmittgen y Livak, 2008). 

 

6.9. Western blot (WB) 

Para detectar los niveles de proteína E1 del VPH, así como los diversos blancos 

celulares analizados en este trabajo, se realizaron ensayos de western blot 

utilizando proteínas totales obtenidas de las células HaCaT 24 h postransfección. 

Extracción de proteínas 

De las células HaCaT transfectadas se obtuvieron extractos proteicos totales a las 

24 h post-transfeccion, para lo cual se retiró el medio de cultivo y se lavaron con 2 

mL de PBS estéril. Posteriormente las cajas con los cultivos se colocaron sobre 

hielo y se añadieron 100µL de buffer de carga y las células fueron recolectadas 

usando un gendarme. El raspado se pasó de 10-15 veces por una jeringa de 3 mL 

posteriormente de 10-15 veces con una jeringa de 1 mL, el lisado resultante se 

conservó a -80°C. 

 

Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-

PAGE) 

Se realizó una electroforesis en medio desnaturalizante con el fin de separar, de 
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acuerdo al peso molecular, las proteínas presentes en las muestras. A cada 

muestra se le adicionó el volumen necesario de buffer de carga con una relación 

1:1 (v:v), a continuación se colocaron en un baño de agua en ebullición durante 5 

minutos. Las muestras en los geles de poliacrilamida al 12%. La electroforesis se 

llevó a cabo usando buffer de corrida 1X inicialmente a 80 V hasta que las 

muestras entren al parte concentrador del gel y posteriormente a 100 V hasta que 

el frente de migración salió del gel. 

Transferencia 

Una vez que la electroforesis se completó, se realizó la transferencia de las 

proteínas a una membrana de fluoruro de nitrocelulosa con poros de 0.2 µm (Bio-

Rad®) en una cámara con buffer de transferencia 1X frío a 100V durante 1h en 

frío. Para corroborar la transferencia de proteínas, la membrana se tiñó con una 

solución de Rojo Ponceau el cual se une al extremo amino de las proteínas, 

posteriormente la membrana se lavó con solución salina-Tris y Tween (TBS-T) 1X 

hasta eliminar el colorante. 

Bloqueo de membrana e incubación de anticuerpos primarios y secundarios 

La membrana se bloqueó durante 1 h a 37°C con leche al 7.5 % en solución con 

TBS-T 1X. Al finalizar el bloqueo se realizaron 3 lavados con TBS-T 1X de 10 min 

cada lavado. Posteriormente la membrana fue incubada con los anticuerpos 

primarios correspondientes durante toda la noche a 4ºC seguido de tres lavados 

con TBS-T 1X en agitación durante 10 minutos, la membrana fue incubada con 

anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rábano (HRP) durante 1 h 

seguido de 3 lavados de 10 min cada uno con TBS-T 1X. 

Anticuerpos 

Los anticuerpos primarios empleados fueron: anti-HA (1:1000) (Cell Signaling), 

(1:1000) (Invitrogen), anti-HDAC3 (1:1000, Active Motif), Anti-H3 (1:150,000, 

Abcam), Anti-NF-kB (1:500, Santa Cruz Biotechnologies) y anti -GAPDH (1:1000, 

Santa Cruz Biotechnology, USA) este último empleado como control de carga. Los 

anticuerpos secundarios empleados en este trabajo fueron anti-conejo y anti-ratón 
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(1:10,000, Santa Cruz Biotechnologies, USA), acoplados a peroxidasa de rábano 

(HRP), los cuales se diluyeron en TBS-T 1X. 

Revelado de la presencia de proteínas 

La detección de las proteínas se llevó a cabo mediante quimioluminiscencia de 

alta sensibilidad, en este método el peróxido del luminol y un activador son 

sustratos de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario las cuales 

reaccionan y producen luminiscencia permitiendo la detección mediante placas 

radiográficas usando el reactivo ECL (Amersham). 

6.10 Fraccionamiento celular 

Para el ensayo de fraccionamiento celular las células HaCaT se sembraron en una 

placa de 100mm y se transfectaron con 8.5 µg del plásmido correspondiente. 

Después de 24 h de la transfección, las células se resuspendieron con 300µl de 

buffer de lisis (Tris 10 mm pH 6.5, Na2S2O5 27 mM, Triton X-100 al 1%, MgCl2 10 

mM, sacarosa 25 mM y cóctel de inhibidores de proteasas) y se incubaron durante 

10 min a 4ºC dando golpes cada 3 minutos. Pasado el tiempo las muestras se 

centrifugaron a 3200g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante correspondía a 

la fracción citoplasmática, la cual se depositó en un tubo eppendor. Al sedimento 

se le realizo dos lavados con buffer Fosfato-Salino (PBS) 1X para eliminar las 

trazas de citoplasma. El botón de células fue resuspendido con 300 µL de buffer 

de extracción (HEPES 10 mM pH 7.9, KCl 10 mM, EDTA 0.1 mMm pH 8.0, EGTA 

0.1 mM pH 8.0 y cóctel de inhibidores de proteasas) y se centrifugaron a 10,000g 

por 10 minutos a 4°C. Finalmente, la pastilla obtenida se resuspendió en el buffer 

RIPA (Tris 100 mM pH 8.0, NaCl2 50mM, Nonidet P-40 al 0.5% y cóctel de 

inhibidores de proteasas) para lisar los núcleos. Las muestras se analizaron 

mediante inmunoblot, utilizando los anticuerpos anti-HA (cell signalling), Anti-H3 

(Abcam), anti-HDAC3 (Active Motif), anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnologies). 
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6.11 Ensayo de Co-inmunoprecipitación (CoIP) 

Para determinar la interacción entre la proteína E1 y HDAC3, células HaCaT se 

sembraron en una placa de 100mm y se transfectó con 8.5 µg del plásmido 

correspondiente. Después de 24 h de la Transfección. Las placas de p100 con las 

células se pusieron en hielo y se les agrego 500 µl de buffer de RIPA (50 mM Tris 

pH 7.4, 150 mM NaCl, 5mM EDTA pH 8.0, 1%Tritón X – 100, 0.5% Deoxicolato de 

Sodio y 0.05% SDS) durante 10 minutos. Posteriormente se rasparon las células 

con un gendarme y se colocaron en un tupo eppendorf de 1.5 mL.  Los extractos 

se lisaron pasando por jeringas de 3ml y 1ml 10 veces y se dejaron incubando en 

hielo durante 30 minutos. Pasado el tiempo los tubos se centrifugaron a velocidad 

máxima (13,000 g) por 15 minutos a 4°C y se recupera el sobrenadante 

colocándolo en un tubo eppendorf de 1.5 mL.  El sobrenadante se dividió en el 

número de muestras a inmunoprecipitar, además, se toma una parte para eI Input 

el cual se almacena a -80°C.  Se adiciono el anticuerpo primario contra la proteína 

que se desea inmunoprecipitar (Anti-HA Santa Cruz Biotechnologies) y con un 

control de isotipo Anti-IgG (Santa Cruz Biotechnologies, USA) se incubaron a 4°C 

durante toda la noche. Al otro día se le agregan 20uL de perlas de Agarosa A/G 

(Upstate Biotechnology, Inc, Fisher Scientific) durante 3 horas o toda la noche.  

Posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos a 2,500 g, con cuidado se tomó 

el sobrenadante sin tocar las perlas. Las perlas en donde se encuentran los 

complejos inmunes, se lavaron 3 veces con el buffer de lisis y entre cada lavado 

centrifugar a 2000 g durante 2 minutos. Se retiro completamente el sobrenadante 

sin tomar las perlas. Finalmente, se adicionaron 20 µL de buffer de carga y se 

analizó la interacción mendiante Wb utilizando los anticuerpos anti-HA (Santa Cruz 

Biotechnologies) y anti-HDAC3 (Antive-Motif). 

6.12. Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

El ensayo de ChIP se realizó para evaluar la capacidad de la proteína E1 de 

unirse a la región promotora de algunos de los genes expresados 
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diferencialmente, para lo cual las células HaCaT se sembraron en placas de 100 

mm y se transfectarón con 8.5 µg del plásmido pMHPV16 E1HA. 24 h post-

transfección, las células se fijaron con formaldehído al 1% durante 10 minutos y 

posteriormente se adiciono glicina a una concentración final de 0.125 M y se 

incubo por 5 minutos. Posteriormente se lavó con PBS 1X más inhibidores de 

proteasas y despegaron de la caja mediante un gendarmen. Se realizo la lisis 

celular utilizando el buffer de lisis celular (20 mM Tris-HCl, pH 8, 85 mm de KCl, 

0,5% Nonidet P-40) incubando durante 10 minutos en hielo. Posteriormente se 

centrifugo durante 5 minutos a 1000 rpm a 4C. Se descarto el sobrenadante y el 

botón obtenido se resuspendió utilizando buffer de lisis nuclear (50 mM Tris-HCl, 

pH 8, 10 mM EDTA, 1.0% SDS), se incubó durante 10 minutos a 4°C, pasado el 

tiempo los extractos nucleares fueron sonicados utilizando un Bioruptor Pico 

(Diagenode) utilizando los siguientes parametros: 7 ciclos de 30 segundos On y 30 

segundos Off (previamente estandarizado), obteniendo fragmentos de DNA de un 

tamaño desde 200 hasta 800 pb. La cromatina sonicada se diluyó 1:10 utilizando 

el buffer de dilución (Triton X-100 al 1%, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM pH 8, Tris HCl 

20 mM pH 8 y cóctel de inhibidores de proteasas). Después, todas las muestras se 

pre-clarearon con 50 µl de perlas de proteína G/A DNA de esperma de salmón 

(Millipore) durante 3 horas a 4°C y posteriormente se centrifugaron a 1000 rpm 

durante 2 minutos. Los sobrenadantes se incubaron con los anticuerpos anti-HA 

(Cell Signaling), anti-IgG (Santa Cruz Biotechnologies) y anti-H3 (Abcam) durante 

toda la noche a 4°C. Posteriormente, se agregaron 50 µl de perlas de proteína A/G 

DNA de esperma de salmón (Millipore) y se incubaron durante 3 horas a 4°C. Las 

perlas se lavaron con los siguientes buffer durante 5 minutos: 1) Low salt wash 

buffer: 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM 

NaCl, 2) High salt wash buffer: 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM 

Tris-HCl pH8.0, 500mM, 3) NaCl LiCl wash buffer: 0.25 M LiCl, 1% Nonidet P-40, 

1% Na-deoxycholate, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 TE buffer: 10 mM Tris-

HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA y finalmente se eluyeron los complejos utilizando el 

buffer de elución (1% SDS, 2mM EDTA, 50mM Tris-HCl, pH 8.0).  al 

sobrenandante se trataron con NaCl 200 mM durante 5 horas a 65°C, con 200 µg 
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RNAasa y Proteinasa K a una concentración de 160 µg. La purificación de DNA se 

obtuvo mediante la técnica fenol/cloroformo. Finalmente se realizaron las PCRs 

para evaluar la interacción de E1 del VPH-16 con 5 regiones del promotor de IFN-

β.  

6.13 Análisis estadístico 

Los datos que muestran los efectos de E1 VPH-16, 18 y 11 fueron comparados 

contra el control pCA en los diferentes ensayos y son presentados como 

promedios ± SD. El valor de p se calculó mediante la prueba t de Student o bien 

con la prueba ANOVA con el análisis post hoc de Tukey. Las diferencias fueron 

consideradas significativas con un valor de p≤0.05. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Expresión y niveles de E1 del VPH en la línea celular HaCaT 

Para evaluar el efecto de la proteína E1 de los VPH-16,18 y 11 en la línea celular 

HaCaT (queratinocitos inmortalizados negativo a la presencia del VPH), se 

realizaron transfecciones transitorias utilizando plásmidos que contienen las 

secuencias correspondientes para E1 de los diferentes tipos virales. Una vez 

realizadas las transfecciones, se verifico la expresión de E1 a nivel de RNA 

mensajero mediante RT-PCR. La figura 5A muestra un gel de agarosa al 1.5% en 

donde se observan los productos de PCR de aproximadamente 200 pb que 

corresponden a la amplificación de un fragmento de E1 de cada tipo viral, 

demostrando que las células expresan E1 a nivel de mRNA. 

Posteriormente se determinaron los niveles de la proteína E1 en las células 

HaCaT a 24 post-transfección (previamente se evaluó que a este tiempo es el 

óptimo para la expresión de E1). En la figura 5B se muestra el resultado de WB en 

donde se observa una banda de aproximadamente 72 kDa correspondiente con el 

peso molecular de E1, esta banda se no se encuentra en el control de transfección 

pCA. Además, se detectaron otras bandas de menor peso molecular, lo cual 

puede deberse a que E1 es reconocido y escindido por caspasas, generando 

fragmentos más pequeños de E1 como ya ha sido demostrado en otros estudios 

(Moody et al., 2007).  
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7.2 E1 de los VPH de alto y bajo riesgo regulan la expresión de genes 

celulares 

 

Una vez que se estableció el modelo de estudio, para demostrar el efecto de E1 

sobre la expresión de genes celulares se realizó un análisis de RNA-seq. Al RNA 

obtenido de células HaCat transfectadas con los plásmidos de E1 del VPH-16, 18 

y 11 y el vector vacío pCA, se le determinó el rango de integridad (RIN) 

empleando el equipo Bioanalyzer (Agilent 2100), obteniendo un RIN superior a 9 

en todas las muestras. Se seleccionaron los genes que tuvieron un valor de p de 

≤0.05 y con base en los valores de cambio del log 2-fold change, se encontró que 

E1 VPH-16 reguló un total de 302 genes de los cuales 199 estuvieron sobre-

expresados y 103 sub-expresados; mientras que E1 del VPH-18 alteró la 

expresión de 86 genes, de los cuales 45 fueron sobre-expresados y 41 sub-

expresados; finalmente E1 del VPH-11 reguló 72 genes de los cuales 34 fueron 

sobre-expresados y 38 sub-expresados (https://doi.org/10.1038/s41598-019-

49886-4). 

 

Fig. 5. Expresión y niveles de E1 del VPH-16,18 y 11. Células HaCat transfectadas 

con E1 del VPH-16,18 y 11. A) Gel de agarosa al 1.5% que muestra los productos de 

PCR con un tamaño de aproximadamente 200 pb correspondientes a E1 del VPH. B) 

Ensayo de Western blot que muestra la expresión de E1 del VPH 24 h post-

transfección en el que se observa una banda de aproximadamente 72 kDa que 

corresponde al peso de E1 la cual se no observa en el control (pCA). GAPDH fue 

empleado como control de carga. M.P: marcador de peso molecular.  
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Los genes diferencialmente expresados fueron analizados mediante el software 

ClueGO-Cytoscape para determinar los procesos celulares que se afectan en 

presencia de la proteína E1. Se encontró que E1 afecta procesos celulares 

involucrados en respuesta inmune, principalmente de tipo antiviral (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Procesos celulares afectados por la presencia de la proteína E1 de VPH 

de alto y bajo riesgo.  

E1 VPH-16 E1 VPH-18 E1 VPH-11 

Regulation of peptidyl-

tyrosine phosfhorylation 
Endothelial cell chemotaxis 

Regulation of MHC class I 

biosynthetic process 

Formation of primary germ 

layer 

Negative regulation of viral 

genome replication 
Melanosome localization 

Cellular response to 

vascular endothelial growth 

factor stimulus 

Negative regulation of viral 

genome transcription 
MDA-5 signaling pathway 

Negative regulation of viral 

genome replication 

Positive regulation of 

epidermal cell differentiation 

Regulation of natural killer 

cell chemotaxis 

Defense response to virus 

Regulation of toll-like 

receptor 9 signaling 

pathway 

Viral genome replication 

Cellular response to 

interferon-gamma 
Monocyte differentiation 

Type I interferon signaling 

pathway 

Cytokine-mediated signaling 

pathway 
MDA-5 signaling pathway 

Pharyngeal system 

development 

Regulation of bone 

mineralization 

 

Cellular response to 

corticotropin-releasing 

hormone stimulus 

Bile acid and bile salt 

transport  

 Response to corticosterone  

  

 

Para analizar aún más el efecto de E1 sobre la expresión de genes celulares, se 

realizó análisis más restringido, considerando solo aquellos genes que fueron 

significativos en función del valor p ajustado (p-adj). Los resultados indicaron que 
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E1 del VPH-16 modula 36 genes; mientras que 15 y 14 genes fueron regulados 

por E1 VPH-18 y VPH-11, respectivamente (Tabla 5). Con base a los valores de 

cambio del log2 fold-change, se encontró que E1 del VPH-16 sobre regula 22 

genes mientras que 14 genes fueron regulados a la baja, por su parte E1 del VPH-

18 sobre reguló 9 genes y reguló a la baja 6 genes y E1 del VPH11 regula al alza 

4 genes y 10 genes a la baja. 

 

Tabla 5. Genes expresados diferencialmente en presencia de E1 del VPH-16, 

18 y 11. 

Proteína 
Total de genes 

p-adj 
Genes 

E1 

VPH-16 
35 

FST, FOSB, DUSP6, MMP1, MACF1, MYH16, NR4A1, 

CCNA1, EREG, LIF, LAMA3, ANGPTL4, LAMC2, FAM83A, 

VEGFA, TFPI2, TINAGL1, AHNAK, IER3, FLNB, GABRB3, 

ABCB1, IFNB1, TP73, TRIM22, IFI44L, CCL5, HERC5, 

GBP4, IFIT3, SAMD9L, TNFSF10, XAF1, IFIT2, IFNL1, 

RSAD2 

E1 

VPH-18 
15 

FOSB, NR4A1, IL11, DUSP6, FOS, CCNA1, CD55, 

CDKN1A, S100A2, IFNB1, CCL5, C20orf24, IFNL1, 

RSAD2, HBB 

E1 

VPH-11 
14 

CYP2C8, NDUFC2, SRP9, COPS2, IFNB1, PARP10, 

HES1, TNFAIP2, IFIT2, DHX58, USP18, RSAD2, CCL5, 

IFNL1 

Valor de p ajustada ≤0.05. 

 

Para analizar los procesos celulares en los que están involucrados los genes 

afectados por E1, se realizó un análisis de ontología génica mediante ClueGO-

Cytoscape. Los resultados revelaron que los genes regulados por E1 del VPH-16 

se asociaron a procesos involucrados en respuesta inmune antiviral (Figura 6A), 

unión célula-célula y la proliferación celular (Figura 6B). 
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El análisis de ontología génica reveló que los genes sobre regulados por el E1 

VPH-18 están involucrados procesos asociados a respuesta a los 

mineralocorticoides y la corticosterona (Figura 7A), mientras que los genes 

regulados negativamente están relacionados con procesos asociados con la 

regulación de la respuesta inmune (Figura 7B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. La proteína E1 del VPH-16 altera redes celulares involucradas en la respuesta 
inmune, el ensamblaje de la unión sustrato celular y la proliferación celular. Análisis 
ClueGO muestra la red de procesos celulares de genes desregulados en presencia de E1 del 
VPH-16 en A) los procesos celulares asociados a los genes sobre-expresados (color rojo) y en 
B) genes sub-expresados (color verde) en presencia de la proteína E1 del VPH-16. Solo se 
muestra la etiqueta del término más significativo por grupo. El tamaño de los nodos refleja el 
grado de enriquecimiento de los términos. La red se diseñó automáticamente utilizando el 
algoritmo de diseño orgánico en Cytoscape. Se analizaron los genes que muestran cambios con 
un valor de padj con una significancia de <0.05. 
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Finalmente, al analizar genes desregulados por la proteína E1 del VPH-11, no se 

encontraron procesos celulares afectados por los genes sobre-expresados, 

probablemente debido a la pequeña cantidad de estos (cuatro genes), en 

comparación con los regulados por los VPH de alto riesgo. En contraste, el 

programa ClueGO demostró que los genes sub-expresados por E1 del VPH-11 

están involucrados en procesos como la regulación negativa de la replicación del 

genoma viral, la fosforilación de la proteína STAT, la vía de señalización de 

interferón tipo I y la regulación de la respuesta inmune tipo 2 (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. La proteína E1 del VPH-18 altera redes celulares involucradas en la respuesta 
inmune y la respuesta a corticosterona. Análisis ClueGO de genes significativamente 
regulados en células que expresan E1 del VPH-18. A) Red de procesos celulares asociados a 
genes sobre-expresados (color rojo) y B) procesos celulares asociados a genes sub-
expresados (color verde) en presencia de la proteína E1 del VPH-18. Solo se muestra la 
etiqueta del término más significativo por grupo. El tamaño de los nodos refleja el grado de 
enriquecimiento de los términos. La red se diseñó automáticamente utilizando el algoritmo de 
diseño orgánico en Cytoscape. Solo los grupos funcionales representados por su término más 
significativo se visualizaron en la red. Se analizaron los genes que muestran un valor Padj p 
<0.05. 
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7.3. Las proteínas E1 de los VPH de bajo y alto riesgo regulan genes en 

común. 

 

Una vez que se determinó que E1 de los diferentes tipos virales regula la 

expresión de genes celulares, lo siguiente fue realizar un análisis para explorar si 

las proteínas E1 de los distintos tipos virales comparten entre si la regulación de 

algunos genes. En la figura 9 se muestra un diagrama de Venn en donde se 

observa que E1 de los VPH-16 y 18 desregularon cuatro genes en común: FOSB, 

DUSP6, NR4A y CCA1, mientras que los tipos 16 y 11 comparten solo un gen 

(IFIT2). E1 de los VPH-18 y 11 no comparten genes. Interesantemente, E1 de los 

Figura 8. La proteína E1 del VPH-11 altera redes celulares involucradas en la 

respuesta inmune. Análisis de ClueGO de genes significativamente regulados en células 

que expresan E1 del VPH-11. Redes celulares asociados a genes regulados negativamente 

en presencia de la proteína E1 del VPH-11. Solo se muestra la etiqueta del término más 

significativo por grupo. El tamaño de los nodos refleja el grado de enriquecimiento de los 

términos. La red se diseñó automáticamente utilizando el algoritmo de diseño orgánico en 

Cytoscape. Solo los grupos funcionales representados por su término más significativo se 

visualizaron en la red. Se analizaron los genes que muestran cambios de padj con una 

significancia de <0.05.  
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tres tipos virales regularon cuatro genes en común, los cuales fueron IFNB1, 

IFNL1, CCL5 o RANTES y RSAD2 o Viperin. Estos genes están involucrados en 

respuesta inmune innata, específicamente respuesta inmune antiviral. Esto 

sugiere que las proteínas E1 del VPH podrían tener impacto en la expresión de 

genes asociados con la respuesta inmune, efecto que se comparte entre los VPH 

de alto y bajo riesgo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.4 Las proteínas E1 del VPH-16, 18 y 11 disminuyen la expresión de IFNβ1 e 

IFNλ1.  

 

Dentro de los genes que fueron desregulados por las proteínas E1 de los VPH de 

alto y bajo riesgo, se encontraron cuatro genes sub expresados involucrados en la 

respuesta inmune innata antiviral (CCL5, RSAD2, IFNβ1 e IFNλ1). Se conoce que 

IFNβ1 e IFNλ1 promueven la expresión de genes de tipo ISG, los cuales ayudan a 

controlar procesos infecciosos permitiendo una respuesta inmune antiviral 

 

Figura 9. Las proteínas E1 del VPH16, 18 y 11 alteran genes en común asociadas con la 

respuesta inmune antiviral. Diagrama de Venn muestra el número de genes en común 

expresados diferencialmente por las proteínas E1 del VPH.  
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eficiente (Schoggins et al., 2011). Debido a su importante papel en la respuesta 

inmune innata antiviral (Levy et al., 2011), tanto IFNβ1 como IFNλ1 fueron 

seleccionados para determinar el papel de E1 sobre genes que podrían definir la 

respuesta ante una infección por VPH. La expresión de IFNβ1 e IFNλ1 se validó 

mediante ensayos de qPCR en células HaCaT que expresan la proteína E1 de los 

distintos tipos virales. Los resultados demostraron una disminución en la expresión 

del RNAm de IFNβ1 (figura 10A) e IFNλ1 (figura 10B) en presencia de E1 de los 

tres tipos virales, en comparación con las células que fueron transfectadas con el 

vector vacio pCA (p<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Debido a que en el análisis de RNA-seq los tres tipos de VPH afectaron la 

expresión de algunos genes estimulados por interferón (ISG) se decidió evaluar 

los niveles del RNAm mediante qPCR de CCL5 y RSAD2 (viperin) encontrando 

una disminución significativa en presencia de E1 de los VPH de alto y bajo riesgo 

en comparación con el pCA (p<0.001) (Figura 8). Además, los niveles de RNAm 

de IFIT2 (el cual también es ISG) único gen compartido entre los tipos VPH-16 y 

VPH-11, disminuyó significativamente (p<0.001) en presencia de ambas proteínas 

Figura 10. La proteína E1 de los VPH-16, 18 y 11 regulan negativamente la expresión de 
IFNβ1 e IFNλ1. Niveles relativos del RNAm de los genes A) IFNβ1 y B) IFNλ1 muestran una 
disminución en presencia de la proteína VPH-16, 18 y 11. Los valores se expresan como la 
diferencia del ∆∆Ct en comparación con las células transfectadas con control de pCA. La 
expresión del gen constitutivo 18S se utilizó para normalizar. Las barras representan la media ± 
DE. ***p<0.0001 vs control (pCA). Se realizaron tres replicas técnicas y biológicas. 
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(Figura 11). Estos resultados indican que las proteínas E1 de los VPH tanto de alto 

como de bajo riesgo, inhiben la expresión de IFN, lo que a su vez afecta la 

expresión de genes estimulados por interferón evitando así el control del proceso 

infeccioso. 

 

 

 

 

 

 

Dado que las proteínas E1 del VPH inhiben la expresión de IFN, se procedió a 

demostrar sí esta proteína podría interferir con la expresión de IFN después de 

estimular la vía con un inductor de IFNβ, para demostrar esto se usó el Poly I:C, el 

cual es un análogo sintético de RNA viral de doble cadena y es un bien 

establecido inductor de la producción de IFNβ (Raj y Pita, 1986). Para lo cual, se 

transfectaron cantidades crecientes de Poly I:C (0.01, 0.1, 1 y 3 μg) para inducir la 

Figura 11. La proteína E1 de VPH-16, 18 y 11 regulan negativamente la expresión de genes 
estimulados por interferón. Los niveles relativos del RNAm de los genes A) CCL5 B) RSAD2 
(Viperin) e C) IFIT2 muestran una disminución estadísticamente significativa en presencia de E1 
del VPH-16, 18 y 11. Los valores se expresan como la diferencia en doble ∆∆-Ct en comparación 
con las células transfectadas con el control pCA. La expresión del gen constitutivo 18S se usó 
para normalizar. Las barras representan la media ± SD. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 vs 
control (pCA). Se realizaron tres replicas técnicas y biológicas.  
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expresión de IFNβ en células HaCaT. En todos los casos se transfectarón 4.5 μg 

del plásmido pCA para determinar que la presencia de DNA exógeno no induce un 

cambio en la expresión de IFN. Después de 24 h de la transfección, se evaluaron 

los niveles de RNAm de IFNβ1 mediante qPCR. Los resultados indican que la 

expresión de IFNβ1 aumenta significativamente en las células HaCat al ser 

transfectadas con las diferentes cantidades de Poly I:C (Figura 12) (p<0.0001). Un 

estudio realizado por Takada y colaboradores determinaron que la concentración 

de 0.1μg de Poly I:C promueve la estimulación de IFNβ1, sin afectar la viabilidad 

de las células HaCaT a las 24 horas (Takada et al., 2017); por lo tanto, se decidió 

utilizar dicha concentración para realizar los experimentos posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para determinar si E1 interfiere con la expresión de IFNβ1 durante el tratamiento 

con Poly I:C, las células HaCaT se co-transfectarón con 0.1 μg de Poly I:C y 4.5 

μg de plásmido que expresa E1 de los diferentes VPH o bien con el plásmido 

control. Después de 24 h, se evaluó la expresión de IFNβ1 mediante qPCR. La 

Figura 13A muestra que las células que expresan las proteínas E1 de los VPH-16, 

18 y 11 inhiben la expresión de IFNβ1 en comparación con las células 

Figura 12. Poly I: C induce la expresión de IFNβ1. El Poly I: C 
aumenta la expresión de IFNβ1 en las células HaCaT en todas 
las concentraciones de 0.01 a 3 µg. La concentración de 0.1 μg 
se seleccionó para análisis adicionales. Las barras representan la 
media ± SD. *** p <0.0001 vs control (pCA).  
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transfectadas con Poly I:C más el vector pCA (p<0.0001). Además, se decidió 

determinar si la concentración de 0.1 μg de Poly I:C promueve la expresión de 

IFNλ1, al ser uno de los genes encontrados en el análisis de RNAseq, observando 

que en presencia de E1 de los VPH, la expresión de IFNλ1 disminuyó a pesar de 

la presencia del estimulante Poly I:C (p <0.0001) (Figura 13B). En conjunto, estos 

resultados demuestran que las proteínas E1 de los VPH de bajo y alto riesgo 

disminuyen la expresión de IFN tipo I y III incluso después de estimular la 

transcripción del gen IFN, lo que demuestra que las proteínas E1 de los VPH-16, 

18 y 11 regulan negativamente la expresión de dos componentes clave de la 

respuesta inmune antiviral. 

 

 

 

 

 

 

 

7.5. E1 de los VPH de alto y riesgo activan la vía de no canónica de NF-B. 

 

Para determinar un posible mecanismo implicado en la regulación de los IFNs por 

parte de la proteína E1, se evaluaron los niveles protéicos de NFB, un regulador 

maestro de genes implicados en la respuesta inmune (Liu et al., 2017), 

observando que en presencia de las diferentes proteínas E1 del VPH, existe un 

Figura 13. La proteína E1 del VPH disminuye la expresión de IFNβ1 e IFNλ1 en 
presencia del agonista Poly I:C. La expresión de A) IFNβ1 y B) IFNλ1 disminuyen 
significativamente en presencia de las proteínas E1 del VPH-16, 18 y 11. Los valores se 
expresan como la diferencia en ∆∆-Ct en comparación con las células transfectadas con el 
vector pCA. La expresión del gen constitutivo 18S se usó para normalizar. Las barras 
representan la media ± SD. ***p<0.0001 vs control de pCA. Se realizaron tres replicas 
técnicas y biológicas. 
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aumento en los niveles de proteína p52 (NF-B) (Fig.14A) y una disminución del 

inhibidor IBα (Fig. 14B). Estos resultados indican que en presencia de E1 existe 

una activación de la vía no canonica de NF-B, además, nuestros resultados son 

similares a los reportados por Nakahara y colaboradores (2017), en donde 

observaron que E1 del VPH-16 interactúa y activa la vía de NF-B, promoviendo la 

expresión de sus genes blanco (Nakahara et al., 2017). Por lo tanto, la regulación 

de la expresión de IFNβ1 e IFNλ1 no recae en la modulación de este factor de 

transcripción, sin embargo, podrían estar regulando otros genes sobre-expresados 

en presencia de E1 del VPH.  

 

 

 

 

 

 

 

7.6 E1 del VPH-16 no se une a la región promotora del gen de IFN-β. 

 

Un posible mecanismo de cómo las proteínas virales pueden regular la expresión 

de genes celulares, es a través de la unión a regiones regulatorias como los 

promotores (Cannán et al., 2009). Se evaluó la posibilidad de que E1 del VPH-16 

se una a la región promotora de IFN-β1 (este gen fue seleccionado debido a que 

en presencia de E1 disminuye la expresión, incluso a pesar de un estimulante de 

IFN-β, además juega un papel importante en la respuesta inmune antiviral). Para 

Figura 14. E1 del VPH de alto y bajo riesgo activa la vía de NF-kB. Las células HaCaT 
transfectadas con el vector pCA y los plásmidos que expresan E1 del VPH se recolectaron y se 
obtuvo un extracto de proteínas totales, 24 h después de la transfección. Los niveles de NF-κB 
se determinaron mediante transferencia Western blot. Las proteínas se separaron en una SDS-
PAGE al 10% y la membrana se incubo con anti-NF-κB(p52) observando un aumento de los 

niveles de NF-κB y disminución de los niveles de IκBα (36kDa) en presencia de proteínas E1 

del VPH-16, 18 y 11 E1. Se usaron GAPDH y Actina como control de carga. 
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lo cual, se buscó la secuencia promotora de IFN-β1 (-1000 a +60) en “EPD The 

Eukaryotic Promoter Database” y se diseñaron primers de manera que abarcaran 

toda la secuencia regulatoria (Fig. 15A). Al analizar el ChIP con PCR punto final en 

las células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-16 y el control pCA, se observó 

que posiblemente la proteína E1 se une a dos regiones del promotor de IFN-β1, la 

región P2 y P6 (Fig. 15B),  debido a que se nota una amplificación en la IP con HA 

y una menor amplificación con IgG, sin embargo para determinar esta interacción 

se realizó ensayos qPCR (Fig. 15C) en el cual se compara el enriquecimiento de 

la IP con HA comparado con el Input determinando que no hay una asociación 

entre E1 del VPH-16 y las dos regiones del promotor de IFN-β1. Por lo tanto, esto 

nos sugiere que la proteína E1 del VPH-16 no se une al promotor de IFN tipo I. Sin 

embargo, esto no descarta la posibilidad de que E1 pueda unirse al DNA celular.   
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7.7 E1 del VPH de alto y bajo riesgo disminuyen los niveles proteicos de 

HDAC3 y aumenta los niveles de la marca de histona H3K9ac.  

Se ha determinado que algunos virus son capaces de regular componentes 

epigenéticos como los modificadores de la cromatina particularmente las 

deacetilasas de histonas (HDACs), teniendo un efecto sobre el ciclo replicativo y el 

desarrollo de cáncer (Herbein et al., 2010). Con el fin de explorar posibles 

mecanismos asociados a la regulación de la expresión de genes celulares 

promovida por E1, se evaluó el efecto de E1 sobre modificadores de la cromatina, 

particularmente sobre la desacetilasa de histona 3 (HDAC3). Células HaCat fueron 

transfectadas con los plásmidos que expresan E1 del VPH-16, 18 y 11 y el control 

(pCA), 24 horas post-transfección se obtuvieron extractos nucleares para 

determinar el efecto de E1 del VPH sobre los niveles de la proteína de HDAC3 

mediante WB.  Los resultados obtenidos nos indican que en presencia de E1 de 

los tres tipos virales existe una disminución de los niveles de HDAC3 con respecto 

Figura 15. E1 del VPH-16 no se une al promotor de IFN-β1. A) Secuencia promotora de 
IFNβ1, en el cual se muestra los primers (P1-P6) diseñados que abarcan la mayor parte del 
promotor. B) Ensayo de ChIP de células HaCaT transfectadas con pCA y E1 del VPH-16, 
analizadas mediante PCR punto final. En el gel de agarosa de 1.5% se observa un amplicón 
(aprox. 150pb) en presencia de E1 del VPH-16 tanto en la región P2 y P6. C) Ensayo de 
ChIP analizado mediante qPCR, muestra el enriquecimiento de E1 del VPH-16 en la región 
P2 del promotor de IFNβ1 comparado con el enriquecimiento de input 10%. D) Ensayo de 
ChIP analizado mediante qPCR, muestra el enriquecimiento de E1 del VPH-16 en la región 
P6 del promotor de IFNβ1 comparado con el enriquecimiento de input 10%. Indicando que 
E1 del VPH-16 no se une al promotor de IFN tipo I. La inmunoprecipitación del DNA 
asociado a la proteína E1 del VPH-16 se hizo mediante el anticuerpo HA, como control 
positivo el anticuerpo anti-H3 y como control de especificidad el anticuerpo IgG.   
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al control, siendo más evidente en presencia de E1 del VPH-16 (figura 16A). 

Posteriormente, surgió la interrogante sobre como la proteína E1 del VPH podría 

estar induciendo la disminución en los niveles de HDAC3, para lo cual se 

realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación (Co-IP) y demostrar la capacidad de 

E1 para interactuar con HDAC3. Para ello, se inmunoprecipitó la proteína E1 de 

cada tipo viral utilizando el anticuerpo anti-HA, el WB se realizó para evaluar la 

presencia de HDAC3. La figura 16B muestra el resultado del WB de la Co-IP en la 

línea celular HaCat observando una banda de aproximadamente 55kDa que 

corresponde a HDAC3 en presencia de las diferentes proteínas E1, mientras que 

en la IP realizada a las células transfectadas con el vector vacío pCA, esta banda 

no se observa. Estos resultados indican que la disminución en los niveles de 

HDAC3 inducida por E1 podría incluir un mecanismo dependiente de su 

interacción con dicha proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. E1 del VPH de alto y bajo riesgo disminuye e interactúa in vivo con 
HDAC3. A) Western blot de extractos nucleares de células HaCat transfectadas con Pca 
y E1 del VPH, se observa disminución de los niveles de HDAC3 en presencia de E1 del 
VPH-16, 18 y 11 con respecto al control. Como control de carga se utilizo a la histona H3 
total. B) Co-IP en células HaCaT transfectadas con E1 del VPH. B). Se realizaron de 
coinmunoprecipitación (IP) de extractos de células HaCaT transfectados con pCA 
(control) y E1 del VPH de alto y bajo riesgo con anticuerpos anti‐HA de ratón. Los 
productos inmunoprecipitados (IP) se analizaron mediante western blot con anticuerpos 
anti-HA o anti-HDAC3. Se observa una banda de aproximadamente 55kDa en la IP de 
E1 del VPH-16,18 y 11 la cual corresponde al peso de HDAC3, mostrando la formación 
de un complejo entre estas dos proteínas. Mientras que en el pCA no se muestra la 
formación del complejo.   
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Debido a que se encontró que la proteína E1 afecta los niveles de HDAC3, se 

decidió evaluar uno de los residuos blanco de HDAC3, la acetilación de la lisina 9 

de la histona H3 (H3K9ac), la cual representa una marca de activación 

transcripcional. Los resultados muestran que en presencia de E1 existe un 

incremento de los niveles de esta marca de activación (figura 17), lo cual sugiere 

que E1 podría tener efecto en el patrón de acetilación de las histonas y así regular 

la expresión de genes celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. La proteina E1 de los VPH-16,18 y 11 

aumentan la acetilación de la lisina 9 de la 

histona H3. Células HaCat fueron transfectadas 

con E1 del VPH-16, 18 y 11. El western blot 

muestra la expresión de E1 del VPH 24 horas 

post-transfección, en el que se observa un 

aumento en los niveles de H3K9ac en presencia 

de las tres proteínas E1. GAPDH como control de 

carga. 
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8. DISCUSIÓN 

 

La proteína E1 del VPH, es una proteína de expresión temprana que participa a lo 

largo de todo el ciclo replicativo viral, es la única proteína con actividad enzimática 

del VPH ya que presenta un dominio de helicasa dependiente de ATP, lo cual 

favorece la replicación viral (Bervgal et al., 2013). E1 del VPH interactúa con 

proteínas de la maquinaria de replicación celular (Egawa et al., 2012) y es capaz 

de interactuar con proteínas asociadas a mecanismos epigenéticos, favoreciendo 

la replicación del genoma del VPH (Swindle et al., 1998; Lee et al., 1999). Los 

estudios en E1 se basan principalmente en solo esta función, sin embargo, se han 

identificado otras posibles funciones esta proteína como en la regulación de 

expresión de genes, por ejemplo, al silenciar el gen E1 del VPH-18 en la línea 

celular HeLa (Adenocarinoma positiva a VPH-18), los niveles de genes asociados 

a procesos celulares de repuesta inmune y apoptosis se recuperaban (Castillo et 

al., 2014). Sin embargo, adicional al estudio mencionado anteriormente, no existe 

más evidencia de E1 y su posible implicación en la regulación de la expresión de 

genes celulares. Debido a lo anterior, en este estudio se evaluó el efecto directo 

de E1 del VPH sobre la expresión de genes celulares en una línea celular negativa 

a VPH, además, evaluamos si podrían existir diferencias entre los VPH de alto y 

bajo riesgo, mediante RNA-seq.  

En este trabajo encontramos que las proteínas E1 de los VPH de alto y bajo riesgo 

regulan la expresión de genes celulares involucrados en la respuesta inmune, más 

específicamente en la respuesta inmune antiviral. Estos resultados concuerdan 

con los obtenidos por el grupo de Castillo y colaboradores, ya que ellos al silenciar 

a E1 genes asociados a respuesta inmune antiviral incrementaron su expresión. 

Posteriormente se identificó que los tres tipos virales regulan cuatro genes en 

común, IFB1, IFNL1, CCL5 y Viperin, genes clave involucrados en la respuesta 

inmune antiviral. 

IFNβ1 e IFNλ1 son dos elementos clave de la respuesta inmune antiviral, una vez 

que son liberados se unen a su receptor especifico y promueven la expresión de 
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genes estimulados por interferón (ISG), ayudando a controlar los procesos 

infecciosos (Schoggins et al., 2011). Los ISG regulan múltiples mecanismos como 

la inhibición de la traducción de proteínas, la degradación del RNA viral y la 

activación y supervivencia de células inmunes innatas y adaptativas como las 

células dendríticas (DC), macrófagos, células NK y células T, activando la 

respuesta inmune innata y adaptativa para inhibir la infección viral (Zuniga et al., 

2015; Schoggins, 2018). Debido a la relevancia de estos dos elementos, se 

seleccionaron IFNβ1 e IFNλ1 para una validación adicional a través de qPCR, que 

demostró una disminución de los niveles de RNAm en presencia de los tres tipos 

virales. Del mismo modo, al analizar IFNλ1, se encontró que E1 también 

disminuyó su expresión después del tratamiento con Poly I:C. Es importante 

mencionar que este efecto podría llevarse a cabo cuando el VPH infecta las 

células de la capa basal de epitelio plano estratificado, al expresarse E1 se 

promovería una regulación negativa sobre la expresión de genes del sistema 

inmune. Tal afirmación podría estar respaldada por el hecho de que algunos otros 

elementos involucrados en la respuesta inmune fueron regulados negativamente 

por E1 como CCL5, viperin e IFIT2, los cuales son genes estimulados por 

interferón, estos juegan un papel importante en la respuesta inmune antiviral, ya 

que son capaces de inhibir la producción de proteínas virales, la transcripción de 

genes virales y pueden promover la degradación del RNA mensajero viral. Estos 

datos sugieren que E1 tiene un efecto como un inmunosupresor favoreciendo la 

infección por el VPH. Además, de su participación en la replicación del genoma del 

VPH, E1 podría actuar en la persistencia del VPH, debido a su posible papel como 

un inmunosupresor, debido a que bloquea la expresión de IFN tipo I y III. Por lo 

que sería interesante analizar el mecanismo por el cual E1 interfiere con la 

expresión IFNs, así, como su efecto sobre la expresión de ISG. 

La inhibición de la expresión de IFN ha sido observada en otras infecciones virales 

como las producidas por HVB, HSV,y HTLV-1, mismo que emplean para evadir la 

respuesta inmune innata y así favorecer el proceso infeccioso y la persistencia 

viral (Schoggins et al., 2018). Nuestros resultados proponen una nueva función 
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que se le podría atribuir a la proteína E1, el cual puede asociarse a favorecer el 

ciclo replicativo y/o la persistencia viral. 

Interesantemente el diagrama de Venn mostró que E1 del VPH-16 y E1 del VPH-

18, compartían los siguientes cuatro genes en común FOSB (Promueve 

proliferación celular), DUSP6 (Regulan negativamente a los miembros de la 

superfamilia de las MAPK; MAPK/ERK, SAPK/JNK, p38), NRA4 (regulador 

transcripcional asociado a proliferación, diferenciación y apoptosis) y CCNA1 

(promueve proliferación celular, ya que se une a las Cdk2 y Cdc2, que actúan la 

fase S y la fase G2 del ciclo celular respectivamente del ciclo celular) (Yang et al., 

1999; Zhao et al., 2010; Huang et al., 2016; Zhu et al., 2017). Se ha demostrado 

que la sobreexpresión de algunos de estos genes juega un papel importante en la 

carcinogénesis como DUSP6, el cual puede tener un papel dual en la 

carcinogénesis actuando como supresor de tumor (cáncer de páncreas, ovario) 

pero también se ha demostrado su papel como pro-oncogenico en algunos tipos 

de cáncer como glioblastoma, carcinoma de tiroides, cáncer de mama y la 

leucemia mieloide aguda (Ahmad et al., 2018). Además, se ha demostrado que la 

sobreexpresión de DUSP6 se asocia con un mal pronóstico y resistencia al 

tratamiento en cáncer de ovario, páncreas, esófago y glioblastoma (Ahmad et al., 

2018). Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresión de NR4A en 

carcinoma de células pequeñas de pulmón, se asocia con recurrencia del tumor y 

con baja supervivencia (Zhu et al., 2017). Así mismo, se determinó que la 

sobreexpresión del gen de ciclina A se asocia con resistencia al tratamiento en 

cáncer de ovario (Huang et al., 2016). Debido a la participación de E1 a lo largo 

del proceso carcinogénico y su continua expresión en cáncer, resulta interesante 

estudiar la expresión de estos genes en los tipos de cáncer positivos a VPH y 

evaluar si podrían ser usados como biomarcadores asociados al desenlace clínico. 

Adicionalmente, se determinó que E1 del VPH-16 reguló la expresión de MMP1, 

EREG y ANGEPTL4, los cuales están involucrados en procesos celulares como la 

migración de queratinocitos, la reepitelización, proliferación y angiogénesis 

(Shirakata et al., 2000; Nagase et al., 2006; Yotsumoto et al., 2013). 
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Interesantemente, la sobreexpresión de estos genes se ha asociado a la migración 

y angiogénesis en algunos tipos de cáncer. La sobreexpresión de MMP1 se asocia 

con la progresión del tumor en cáncer de mama (Boström et al., 2011), Además, 

se ha demostrado que la inhibición de ANGPTLA4, reduce el fenotipo angiogénico 

en un modelo de melanoma (Hu et al., 2016). Estos datos sugieren que E1 podría 

desempeñar un papel en la proliferación, migración y angiogénesis en tumores 

positivos a VPH a través de la sobreexpresión de algunos genes celulares, por lo 

cual es necesario continuar con los estudios de los efectos producidos por esta 

proteína en cáncer asociados a VPH. 

El papel de E1 y su posible participación en el desarrollo a cáncer se ven apoyado 

con el estudio realizado por Baedyananda y colaboradores, en donde analizaron 

los niveles de RNAm de E1 del VPH-16 en biopsias con diferentes grados de 

lesión (CIN), así como en cáncer cervical, observando una mayor expresión de E1 

conforme avanza la lesión, concluyendo que E1 podría jugar un papel en el inicio 

y/o progresión del tumor (Baedyananda et al., 2017). Sin embargo, es necesario 

realizar estudios en presencia de E1 del VPH, para demostrar si tiene la capacidad 

de contribuir a la carcinogénesis.  

Ya que se demostró que la proteína E1 afecta la expresión de genes celulares, 

nos preguntamos cual o cuales podrían ser los mecanismos involucrados en la 

regulación de genes celulares. Considerando que las proteínas E1 de los VPH-16, 

18y 11 son capaces de interactuar con modificadores de la cromatina como la 

histona H1, con la subunidad del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF 

(Ini1 / hSNF5) y con Sirtuina 1 (SIRT1: deacetilasa de histona clase III) (Swindle et 

al., 1998; Lee et al., 1999, Das et al., 2019), sugiere que E1 no solo podría regular 

la replicación del genoma del VPH, sino también podría participar en la regulación  

de la expresión de genes celulares de la célula huésped a través de mecanismos 

epigenéticos. Se ha demostrado que diversos virus incluyendo al VPH, a través de 

sus oncoproteínas, son capaces de regular a desacetilasas de histonas (HDACs) 

para incrementar o inhibir la expresión de genes virales y/o celulares, promoviendo 

tanto el ciclo replicativo como la transformación celular (Mirzaei et al., 2020). Por lo 
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tanto, quisimos demostrar si la proteína E1 es capaz de regular a HDACs y así 

impactar en la expresión de genes celulares. Encontramos que E1 de los VPH de 

alto y bajo riesgo son capaces de interactuar con e inhibir los niveles de HDAC3. 

Esta, es una deacetilasa que pertenece a la familia clase I, las cuales usan como 

cofactor al Zinc, que se localiza a nivel nuclear y citoplasmático y que es capaz de 

deacetilar residuos de lisina presentes en las histonas H3 y H4 a través de la 

formación del complejo co-represor del receptor nuclear (NCoR) y el mediador 

silenciador de los co-represores del ácido retinoico y del receptor de la hormona 

tiroidea (SMRT) o complejo NCoR/SMRT. Además, puede desacetilar proteínas no 

histónicas involucradas en diversos procesos celulares (Seto et al., 2014; Emmett 

et al., 2019). Un estudio realizado por Chan y colaboradores demostraron que la 

inhibición de HDAC3 incrementa la acetilación de la H4, favoreciendo la expresión 

de genes asociados a inflamación. Interesantemente, observaron que al disminuir 

a HDAC3 se inhibe la expresión de IFN-β, así mismo, demostraron que al inhibir a 

HDAC3 aumenta la expresión de ciclo-oxigenesa 1 (COX-1) y prostranglandinas 2 

(PGE2), los cuales favorecen la regulación negativa de INF-β (Chen et al., 2012). 

Además, se ha demostrado que el silenciamiento de HDAC3 favorece la expresión 

de genes asociados a inflamación como IL-4, la cual participa en la polarización de 

macrófagos 1 (M1) a macrófagos 2 (M2), también llamados macrófagos asociados 

a tumor (TAMs), los cuales tienen la capacidad de inducir la proliferación, 

migración, invasión y angiogénesis, procesos necesarios para la transformación 

celular (Wang et al., 2010; Mullican et al., 2011). Estos datos sugieren que E1 del 

VPH al inhibir a HDAC3 favorece la evasión de la respuesta inmune antiviral 

(mediante la inhibición de IFN-β), además apoyan el posible papel que E1 podría 

tener en la carcinogénesis asociada al VPH. 

En muestras de pacientes con cáncer de mama, colón y páncreas los niveles de 

HDAC3 está aumentada y esto favorece la proliferación,  migración, invasión y 

resistencia al tratamiento en estos tipos de cáncer (Spurling  et al., 2008; Jiao et 

al., 2014; Cui et al., 2018), por lo que resulta interesante determinar los niveles de 

expresión de HDAC3 en muestras de cáncer asociadas a VPH y relacionar la 
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disminución de dicha HDAC con parámetros clínico-histopatológicos que pudieran 

o no favorecer el desarrollo de cáncer, lo que nos permitiría proponer a HDAC3 

como un posible biomarcador en tumores VPH positivos.  

Al observar una clara disminución de los niveles de HDAC3 en presencia de E1 de 

los diferentes tipos virales, nos llevó a pensar si esto también tenía un impacto 

sobre los niveles de algunas modificaciones post-traduccionales de las histonas 

asociadas a HDAC3 como es la acetilación de la lisina 9 de la H3 (H3K9ac), la 

cual es una marca asociada a activación transcripcional que se localiza en los 

promotores de algunos genes (Kratz et al., 2010; Večeřa et al., 2017). 

Encontramos que en presencia de E1 del VPH de alto y bajo riesgo hay un 

incremento de la marca H3K9ac, lo cual podría estar favoreciendo la 

sobreexpresión de genes observados en presencia de E1del VPH. Por lo que 

sería interesante determinar si en los promotores de los genes sobre-expresados 

en presencia de E1 de los VPH de alto riesgo, hay un mayor enriquecimiento de la 

marca de activación transcripcional e inclusive determinar que otras marcas se 

están enriqueciendo en presencia de E1 en los promotores de genes sub-

expresados, por lo tanto los cambios inducidos en marcas de histonas en 

presencia de E1 podría ser uno de los mecanismos mediante los cuales esta 

proteína regula la expresión de genes celulares.  

Algunos virus son capaces de inducir cambios en marcas de histonas para 

favorecer la replicación viral (Reeves et al., 2010; Knipe et al., 2013; Milavetz et 

al., 2015; Gao et al., 2020), sin embargo, también se ha observado que algunos de 

estos son capaces de interactuar con modificadores de la cromatina e inducir 

cambios en marcas de histonas favoreciendo la expresión de genes asociados a 

transformación celular (Flanagan et al., 2006; Poreba et al., 2011) denominadas 

como onco-marcas (Füllgrabe et al., 2011). En diversos tipos de cáncer se ha 

evaluado la H3K9ac y se ha asociado con datos clínicos, por ejemplo, en cáncer 

de ovario se encontró que la disminución de H3K9ac está asociada con la 

progresión tumoral, así como con el estadio clínico (Zhen et al., 2010). En 

contraste, en pacientes con adenocarcinoma de pulmón de células no pequeñas o 
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astrocitoma la disminución de la expresión de H3K9ac se asocia con un mejor 

pronóstico (Barlesi et al., 2007) mientras que en pacientes con glioma se asoció 

con peor supervivencia en los pacientes (Liu et al., 2010). 

Por otro lado, Ji et al., 2020, evaluaron la expresión de HDAC3 en muestras 

ratones y en pacientes con carcinoma hepatocelular (positivos al virus de 

hepatitis), encontrando una correlación entre la disminución de HDAC3, aumento 

de H3K9ac y disminución de la marca de represión transcripcional H3K9 

trimetilada (H3K9me3). Además, lo sobreexpresión de H3K9ac tuvo un 

enriquecimiento en los promotores de genes asociados a regular el ciclo celular y 

la diferenciación (Cdk6, Usp39, Actn4, Ptpn7, Mapre3 y Tfdp2), reparación de 

daño en el DNA (Ercc1 y Trip13), así como Kras, Pbx3, Rpl34 y Mical2, todos 

estos genes están involucrados en transformación celular. Estos datos sugieren 

que H3K9ac promueve activación transcripcional de genes relacionados con el 

carcinoma y activa su expresión para promover la formación de tumores (Ji et al., 

2020). A pesar de que la mayoría de los tumores muestran disminución de 

H3K9ac, un estudio en carcinoma hepatocelular muestra aumento, el cual se 

asoció con la disminución de HDAC3, lo cual es similar a nuestros datos. Por lo 

que será interesante analizar tanto a HDAC3 y H3K9ac en muestras de pacientes 

con cáncer asociados a VPH y conocer si sus niveles de expresión se asocian con 

datos clínicos y si pudieran tener un papel como posibles biomarcadores. Además, 

resulta interesante que nuestros resultados al igual que los de carcinoma 

hepatocelular son diferentes a lo reportado con otros tipos de cáncer, esto podría 

deberse a que no se asocian a infecciones virales, sugiriendo que en los tipos de 

cáncer asociados virus se inducen cambios en marcas muy particulares 

mostrando un comportamiento diferente a aquellos tumores no asociados a virus.  

Esto datos muestran evidencia que E1 pudiera regular marcas de histonas, por lo 

que sería interesante determinar en presencia de E1 del VPH cambios en las 

modificaciones post-traduccionales de las histonas, siendo este un posible 

mecanismo de cómo E1 pudiera regular la expresión de genes celulares que 

favoreciera tanto el ciclo replicativo como la carcinogénesis.    
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La proteína E1 del VPH cuenta con un DBD, el cual se une al origen de replicación 

en el genoma del VPH (Auster y Joshua-Tor, 2004). Además, se ha demostrado 

que proteínas virales que contienen DBD son capaces de unirse al DNA celular y 

como EBNA1 del Virus de Epstein-Barr, E2 del VPH y LANA de Herpesvirus 

(Canaan et al., 2009; Võsa et al., 2012; Lu et al., 2012). Partiendo de esto, 

consideramos que E1 del VPH-16 podría unirse al DNA celular y así regular la 

expresión de genes celulares. El primer abordaje que se hizo fue buscar en los 

promotores de los genes regulados en presencia de E1, la secuencia a la cual E1 

se une al origen de replicación; sin embargo, no hubo alguna similitud en al menos 

los promotores de los genes compartidos por los tres tipos virales, lo cual nos 

podría indicar que E1 pudiera unirse al DNA celular a través del reconocimiento a 

una secuencia diferente a la cual reconoce en el origen de replicación viral. Para 

continuar indagando en este posible mecanismo se hicieron ensayos tipo ChIP, 

para demostrar la unión de E1 al promotor de los genes expresados 

diferencialmente, para iniciar con esta pregunta escogimos al gen de IFN-β1, 

encontrando que E1 no se une a dos regiones del promotor (P2 y P6) de este gen. 

Sin embargo, esto no indica que no pudiera unirse a otros genes celulares 

expresados diferencialmente, inclusive a otros elementos regulatorios y así, poder 

regular la expresión de genes celulares, por lo que sería interesante determinar a 

qué otros genes y a que otras regiones del genoma celular la proteína E1 se 

pudiera unir, así como, determinar si la interacción es de manera directa o de 

manera indirecta a través de la interacción con factores de transcripción, con co-

reguladores (co-activadores o co-represores) o con proteínas modificadoras de la 

cromatina (DNA metil-transferasas, Acetil, metil-transferasas, desacetilasas, 

desmetilasas, variantes de histonas).  

Por ejemplo Canaan y colaboradores (2009), demostraron que la proteína 

antígeno nuclear 1 del virus de Epstein-Bar (EBNA1) (proteína que participa en la 

replicación y transcripción viral) del virus de Epstein-Barr (EBV), se une 

directamente a promotores de genes celulares, ocasionando cambios en la 

expresión de genes asociados a procesos como crecimiento celular, migración, 

respuesta inmune y metabolismo, los autores muestra como la proteína viral 
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regula la expresión de genes a través de la unión al DNA celular (Canaan et al., 

2009). 

Además del papel conocido de E1 en la replicación viral, los resultados aquí 

mostrados apuntan a que la proteína E1 de los VPH de alto y bajo riesgo están 

estar implicados en la evasión de la respuesta inmune antiviral, favoreciendo así, 

el ciclo replicativo. E1 del VPH de alto riesgo, al evadir la respuesta inmune podría 

favorecer el establecimiento de una infección persistente, además de regular 

genes involucrados en procesos que conllevan a la transformación celular. 

Por lo tanto, encontramos que la proteína E1 puede ser regulador transcripcional 

con alto impacto en la evasión de la respuesta inmune, pudiendo favorecer la 

persistencia de la infección viral y la carcinogénesis, de esta manera, al efecto ya 

conocido de los oncogenes virales E5, E6 y E7, se podría sumarse E1. Sin 

embargo, es claro que debe seguir estudiándose su impacto de la regulación de 

genes sobre el sistema inmune y la carcinogénesis, así, como los mecanismos de 

cómo regula la expresión de genes celulares. Esto ayudaría a entender el papel 

que tiene E1 en el establecimiento de la infección y la carcinogénesis, además, es 

posible que en un futuro pueda ser valorado como un posible blanco terapéutico.  
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9. CONCLUSIONES  

 

1. La proteína E1 del VPH-16, 18 y 11 regulan la expresión de genes 

celulares.  

2. E1 del VPH-16, 18 y 11 disminuyen la expresión de genes celulares 

asociados a respuesta inmune antiviral (IFNβ1 e IFNλ1).  

3. E1 del VPH de alto y bajo riesgo inhiben la producción de IFNβ1 y de 

IFNλ1. 

4. La proteína E1 del VPH-16, 18 y 11 disminuye la expresión de algunos 

genes estimulados por IFN (CCL5, VIPERIN e IFIT2). 

5. La presencia de E1 del VPH-16, 18 y 11 promueven la activación de la vía 

no canoníca de NF-κB.  

6. La proteína E1 del VPH-16 y 18 aumentan la expresión de genes celulares 

en común asociados a transformación celular (FOSB, DUSP6, NR4A1 y 

CCNA1).  

7. E1 del VPH-16 aumenta la expresión de MMP1, EREG ANGPTL4 y VEGFA 

involucrados en procesos de proliferación, migración, angiogénesis.   

8. La presencia de E1 del VPH-16,18 y 11 disminuyen los niveles de proteína 

de HDAC3. 

9. La proteína E1 del VPH-16, 18 y 11 aumenta los niveles de la H3K9ac: 

marca asociada a activación transcripcional. 

10.  E1 del VPH-16 no se une de manera in vivo al promotor de IFNβ1. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

1. Determinar los mecanismos por los cuales E1 de los VPH de alto y bajo riesgo 

regulan la expresión de genes celulares.  

  

2. Determinar el papel de la activación de la vía de NF-κB (ciclo replicativo o 

carcinogénesis) por parte de E1 del VPH.  

 

3. Evaluar el efecto de E1 del VPH de alto y bajo riesgo sobre las modificaciones 

post-traduccionales de las histonas.  

 

4. Analizar la capacidad de unión de E1 del VPH a elementos regulatorios 

(promotores y enhancer) de los genes expresados diferencialmente.  
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The Human Papillomavirus (HPV) 
E1 protein regulates the expression 
of cellular genes involved in 
immune response
Leonardo Josué Castro-Muñoz1,2, Joaquín Manzo-Merino2,3, J. Omar Muñoz-Bello   2, 
Leslie Olmedo-Nieva2, Alberto Cedro-Tanda   4, Luis Alberto Alfaro-Ruiz4,  
Alfredo Hidalgo-Miranda   4, Vicente Madrid-Marina5 & Marcela Lizano   2,6

The Human Papillomavirus (HPV) E1 protein is the only viral protein with enzymatic activity. The main 
known function of this protein is the regulation of the viral DNA replication. Nevertheless, it has been 
demonstrated that the ablation of HPV18 E1 mRNA in HeLa cells promotes a deregulation of several 
genes, particularly those involved in host defense mechanisms against viral infections; however, the 
specific contribution of E1 protein in HPV-independent context has not been studied. The aim of this 
work was to determine the effect of the HPV E1 protein in the regulation of cellular gene expression 
profiles evaluated through RNA-seq. We found that E1 proteins from HPV16 and 18 induced an 
overexpression of different set of genes associated with proliferation and differentiation processes, 
as well as downregulation of immune response genes, including IFNβ1 and IFNλ1 and Interferon-
stimulated gene (ISG), which are important components involved in the antiviral immune response. 
Together, our results indicate that HR-(High-Risk) and LR-(Low-Risk) HPV E1 proteins play an important 
role in inhibiting the anti-viral immune response.

Infection with Human Papillomavirus (HPV) is the most frequent sexually transmitted disease worldwide, affect-
ing more than a half of the sexually active population1. To date, close to 300 types of HPV have been identified 
based on their genomic sequences and approximately 40 of those types are able to infect the anogenital region2. 
HPVs are classified into high and low risk according to their oncogenic potential. Low-risk HPVs (LR-HPV) are 
associated with the development of genital warts, respiratory papillomatosis and low-grade cervical lesions, being 
the HPV6 and 11 the most prevalent types in such diseases3. High-risk HPVs (HR-HPV) are associated with the 
development of different types of anogenital cancers such as cervix, vulva, vagina, penis and anus, where HPV16 
and 18 types are the most prevalent in cervical cancer, accounting for almost 70% of the cases. In addition, 
HR-HPVs have been associated with a subset of head and neck cancers, mainly with oropharyngeal cancer4,5.

The HPV genome contains an early expressed region containing the ORF (Open reading frames) of E1 to E7 
genes which are necessary for viral replication and transcriptional regulation6. The E6, E7 and E5 proteins are 
able to interact with many cell targets, promoting cellular transformation7,8. The E1 protein is encoded within the 
early expressed region and it is localized in nuclear and cytoplasmic fractions. This protein is highly conserved 
among different HPV types and is the unique HPV protein with enzymatic activity9. The aminoacidic sequence 
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of the E1 protein has been divided into three functional domains: the N-terminal domain, that contains a nuclear 
localization (NLS) and a nuclear export signal (NES); the central portion that harbors a DNA binding domain 
(DBD) and recognizes the replication origin within the LCR; and finally, the C-terminal domain, which has hel-
icase/ATPase activity, as well as sequences involved in protein oligomerization9,10. The main function attributed 
to the E1 protein is its participation in viral DNA replication11. Viral genome replication depends on the ability of 
E1 to interact with several cellular proteins of the replication machinery such as α-DNA polymerase, replication 
A proteins (RPA), topoisomerases I and II, nuclear proliferation cell antigen (PCNA) and the replication factor 
C (RFC)9. However, it has been shown that E1 also interacts with other cellular elements independently of their 
function in viral replication, mainly with those that regulate epigenetic processes, such as histone H1 and Ini1/
hSNF5 which is a subunit of the chromatin remodeling complex SWI/SNF, favoring the viral replication12,13.

Previous studies identified the presence of the HPV18 E1 protein in HeLa cells14. Afterwards, it was demon-
strated that knocking down the expression of E1 by siRNAs, de-regulates gene expression, particularly four sets 
of genes involved in host defense mechanisms against viral infections including TLR signaling, interferon sign-
aling, antiviral interferon stimulated genes (ISG) and apoptosis signalling15. Therefore, the aim of this study was 
to further analyze if E1 proteins from low and high-risk HPVs affect gene expression profiles. RNA-seq analysis 
showed that E1 proteins from HPV16, 18 and 11 differentially regulate gene expression profiles. Particularly, 
E1 from these three viral types down-regulated genes associated with the immune response. In addition, all E1 
proteins were able to inhibit the expression of IFNβ1 and IFNλ1, two key components in the antiviral immune 
response. Our results suggest that E1 proteins regulate immune response gene expression which is shared among 
high- and low-risk HPV types.

Results
HPV E1 proteins regulate cellular gene expression.  In order to analyze the effect of HPV E1 from low 
and high-risk HPVs on cellular gene expression profiles, an RNA-Seq analysis was performed from HaCaT cells 
expressing the HPV E1 proteins from three viral types. E1 expression from HPV tested types was evaluated 24 h 
post-transfection by RT-PCR and western blot as shown in Fig. 1A,B, respectively. Western blot analysis detected 
the E1 protein at approximately 72 KDa as well as other bands produced by the E1 cleavage according to the 
reported by Moody et al.16. Complete blot of the membrane is displayed in Supplementary Fig. 1.

Once E1 expression was confirmed, RNA-Seq was carried out using RNA coming from HaCaT cells trans-
fected with the different HPV E1 expressing plasmids, as well as the pCA vector. Data analysis was performed 
considering a p-value of ≤0.05 as significant. Based on the log 2-fold change values, we found that HPV16 E1 
up-regulates 199 genes and down-regulates 103 genes while HPV18 E1 up-regulates 45 genes and down-regulates 
41, and HPV11 E1 up-regulates 34 genes and down-regulates 38 (Additional files 1, 2 and 3). When analyzing 
the cellular process affected by the E1 deregulated genes, we found that HPV E1 affects genes involved mainly 
in immune response as well as viral genome regulation (Table 1). These results indicate that the E1 protein from 
both, high and low risk HPVs have an effect on different cellular processes but mainly associated with immune 
response.

To further dissect the effect of E1 on the expression of cellular genes, a second analysis was made to con-
sidering only the genes that were significant based on the adjusted p-value (p-adj) of ≤0.05. The results 

Figure 1.  HA-HPV E1 expression in HaCaT cells. (A) HPV16, 18 and 11 E1 mRNA expression. HaCaT 
cells transfected with the pCA control vector and the HPV E1 expressing plasmids were collected 24 h 
after transfection. Then RNA was extracted, cDNA synthesized, and PCR performed to evaluate E1 mRNA 
expression. Amplification of a fragment of the E1 mRNA indicates that all three plasmids were successfully 
expressed in HaCaT cells. (B) HA-tagged HPV E1 protein expression. HaCaT transfected cells were collected 
and protein expression ascertained by western blot using anti-HA antibody. HPV16, 18 and 11 E1 HA tagged 
proteins were detected at 72 KDa. Additional bands are part of the E1 protein processing. Glyceraldehyde 3 
phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control (37 KDa).
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indicated that HPV16 E1 modulates 36 genes; while 15 and 14 genes were regulated by E1 HPV18 and HPV 
11, respectively (Table 2). Based on the log 2-fold change values, we found that HPV16 E1 up-regulates 22 
genes and down-regulates 14 genes, HPV18 E1 up-regulates 9 genes and down-regulates 6 genes; and HPV11 
E1 up-regulates 4 genes and down-regulates 10 genes (Fig. 2). To analyze the cellular processes in which genes 
affected by E1 are involved, a Gene Ontology analysis (ClueGO) was performed. Supporting the previous results, 
our data revealed that HPV16 E1 up-regulated genes that participate in immune response, cell-substrate junction 
assembly and cell proliferation (Fig. 3A,C). Moreover, HPV16 E1 down-regulated genes involved in immune 
response processes such as response to type I interferon and regulation of type 2 immune response (Fig. 3B,D). 
Meanwhile, Gene Ontology analysis revealed that genes up-regulated by HPV18 E1 are involved in response to 
mineralocorticoid and corticosterone (Fig. 4A,C), whilst down-regulated genes are related to processes associated 
with regulation of type 2 immune response (Fig. 4B,D). Finally, when analyzing genes de-regulated by the HPV11 
E1 protein, no cellular processes were associated to the up-regulated genes, probably because of the small number 
of genes (four genes) compared to those up-regulated by the high-risk HPVs. In contrast, the ClueGO program 
showed that down-regulated genes by HPV11 E1 are involved in processes such as the negative regulation of 
viral genome replication, tyrosine phosphorylation of the STAT protein, type I interferon signaling pathway and 
regulation of type 2 immune response (Fig. 5A,B).

The E1 proteins from low- and high-risk HPVs regulate sets of genes in common.  We deter-
mined whether genes altered by E1 proteins are shared among the different HPV types evaluated. Venn diagram, 
from the obtained data shows that HPV16 and HPV18 E1 proteins deregulated four shared genes: FOSB, DUSP6, 
NR4A and CCA1 (Fig. 6A). The expression of FOSB was verified by qRT-PCR (Fig. 6B), finding increased mRNA 
levels in the presence of E1 from HR-HPVs compared to the pCA expressing cells (p < 0.001).

HPV16 E1 HPV18 E1 HPV11 E1

Cellular process
% terms per 
group Cellular process

% terms per 
group Cellular process

% terms per 
group

Regulation of peptidyl-
tyrosine phosfhorylation 27.78%** Endothelial cell chemotaxis 29.95%** Regulation of MHC class I 

biosynthetic process 31.82%**

Formation of primary 
germ layer 16.67%** Negative regulation of viral 

genome replication 18.42%** Melanosome localization 27.73%**

Cellular response to 
vascular endothelial 
growth factor stimulus

16.67** Negative regulation of viral 
genome transcription 15.79%** MDA-5 signaling pathway 13.64%**

Negative regulation of 
viral genome replication 16.67** Positive regulation of epidermal 

cell differentiation 13.16%** Regulation of natural killer cell 
chemotaxis 11.36%*

Defense response to virus 5.56%** Regulation of toll-like receptor 9 
signaling pathway 7.89%** Viral genome replication 11.36%**

Cellular response to 
interferon-gamma 5.56%** Monocyte differentation 5.26%** Type I interferon signaling 

pathway 4.55%**

Cytokine-mediated 
signaling pathway 5.56%** MDA-5 signaling pathway 5.26%** Pharyngeal system development 2.27%*

Regulation of bone 
mineralization 5.56%**

Cellular response to 
corticotropin-releasing 
hormone stimulus

2.63%** Bile acid and bile salt transport 
2.27%* 2.27%*

Response to corticosterone 2.63%**

Table 1.  Cellular processes affected by the deregulated genes induced by HPV E1 proteins. p-value ≤ 0.05.

Number 
of genes 
p-adj

Genes

HPV16 E1 36

FST, FOSB, DUSP6, MMP1, MACF1, 
MYH16, NR4A1, CCNA1, EREG, LIF, 
LAMA3, ANGPTL4, LAMC2, FAM83A, 
VEGFA, TFPI2, TINAGL1, AHNAK, 
IER3, FLNB, GABRB3, ABCB1, IFNB1, 
TP73, TRIM22, IFI44L, CCL5, HERC5, 
GBP4, IFIT3, SAMD9L, TNFSF10, XAF1, 
IFIT2, IFNL1, RSAD2

HPV18 E1 15
FOSB, NR4A1, IL11, DUSP6, FOS, 
CCNA1, CD55, CDKN1A, S100A2, 
IFNB1, CCL5, C20orf24, IFNL1, RSAD2, 
HBB

HPV11 E1 14
CYP2C8, NDUFC2, SRP9, COPS2, 
IFNB1, PARP10, HES1, TNFAIP2, IFIT2, 
DHX58, USP18, RSAD2, CCL5, IFNL1

Table 2.  Differentially expressed genes by HPV E1 proteins. Cellular genes with differential expression detected 
by RNA-Seq from 24 h post-transfected HaCaT cells. Adjusted p-value ≤ 0.05.
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HPV16 and HPV11 types shared only one gene (IFIT2). It was also found that E1 from HPV18 and HPV11 
do not share de-regulated genes. Interestingly, four immune response genes are deregulated by the three HPV 
types (IFNB1, IFNL1, CCL5 or RANTES, and RSAD2 or Viperin) (Fig. 6A). This suggests that the HPV E1 proteins 
might have a high impact on the expression of genes associated with the immune response. In addition, it shows 
that this effect is shared between high and low risk HPVs.

E1 proteins from HPV16, 18 and 11 decrease IFNβ1 and IFNλ1 expression.  As it was shown, HPV 
E1 proteins induced a down-regulation in the expression of four genes involved in immune response (CCL5, 
RSAD2, IFNB1 and IFNL1). Due to their important role in the viral innate immune response17, both IFNβ1 and 
IFNλ1, were selected to perform further analyses. IFNβ1 and IFNλ1 promote the expression of ISG genes that 
help to control infectious processes allowing an efficient antiviral immune response18. Expression of IFNβ1 and 
IFNλ1 was validated through qPCR assays in HaCaT cells expressing the different E1 proteins. Interestingly, 
E1 viral proteins decreased IFNβ1 (Fig. 7A) and IFNλ1 (Fig. 7B) mRNA levels compared to the control vec-
tor (p < 0.001). Since the all three HPV types affected the expression of ISGs, we next tested the mRNA levels 
of CCL5 and RSAD2 (viperin) finding a significant decrease in presence of the three E1 proteins compared to 
pCA expressing cells (p < 0.001) (Fig. 8). Additionally, the mRNA levels of IFIT2, the only gene shared between 
HPV16 and HPV11 types, were significantly diminished (p < 0.001) by both E1 proteins (Fig. 8).

Since HPV E1 proteins inhibit the expression of IFN, we wonder if E1 could interfere with the produc-
tion of IFN after stimulating with an inductor of IFNβ. Poly I:C is a synthetic analog of viral dsRNA and it is 
a well-established inductor of the IFNβ production19,20. Increasing amounts of Poly I:C were transfected (0.01, 
0.1, 1 and 3 μg) in order to induce IFNβ expression in HaCaT cells. At 24 h post-transfection, total RNA was 
extracted and levels of IFNβ1 mRNA were evaluated by qPCR. Results indicate that IFNβ1 expression signifi-
cantly increases in cells transfected from 0.01 to 3 μg of Poly I:C (Fig. 9A) (p < 0.0001).

A previous report showed that 0.1 μg of Poly I:C was effective for stimulation and those amounts did not 
affect the viability of HaCaT cells at 24 hours21; therefore, 0.1 μg was selected to perform subsequent experi-
ments. To determine whether E1 interferes with IFNβ1 expression during Poly I:C treatment, HaCaT cells were 
co-transfected with 0.1 μg of Poly I:C and 4 μg of each HPV E1-expressing plasmid or the control plasmid. After 

Figure 2.  Genes differentially regulated by HPV E1 proteins. Heatmap showing genes differentially expressed 
in presence of HPV16, 18 and 11 E1 proteins based on the p-adj value (≤0.05). The scale of Log 2-fold change 
indicates the expression level of the genes. Red indicates overexpressed genes (expression levels over the 
median), green indicates under-expressed genes (expression levels under the median; see legend), and grey 
indicates unchanged genes.
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24 h post-transfection, expression of IFNβ1 was evaluated by qPCR. Figure 9B shows that cells expressing HPV16, 
18 and 11 E1 proteins exhibit a decrease in the levels of IFNβ1 compared with cells transfected only with poly I:C 
plus the pCA vector (p < 0.0001). Additionally, it was demonstrated that 0.1 μg of Poly I:C promoted the expres-
sion of IFNλ1 mRNA in the presence of the control vector; while such expression decreased in E1-expressing cells 
(p < 0.0001) (Fig. 9C). Taken together, these results demonstrate that HPV E1 proteins from low- and high-risk 
decrease the expression of IFN even after stimulating IFN gene transcription, showing that HPV16, 18 and 11 E1 
proteins downregulate the expression of two key components of the antiviral immune response.

In order to verify the possible mechanism implicated in the downregulation of IFNs induced by the HPV E1 
proteins, we evaluated the levels of NFκB, a master regulator of immune related genes22, as well as the levels of 
IkBα, which is a negative regulator of NFκB. As shown in Fig. 9D, HPV E1 proteins increased p52 (NFκB) protein 
levels, which is mainly a positive regulator of the NFκB non-canonical pathway. Additionally, in the presence of 
E1 proteins, IκBα (NFκB canonical pathway negative regulator) protein levels decreased. These results indicate 
that HPV E1 activates not only the NFκB canonical pathway, but also the non-canonical pathway.

Discussion
The function so far attributed to the HPV E1 protein has been its participation in the viral replication process, 
along with E211. However, it has been shown that E1 also associates with other cellular proteins that regulate epi-
genetic processes12,13,23. Thus, the ability of E1 to interact with chromatin modifiers to regulate viral replication, 
suggests that this protein could also affect cellular processes in the host genome such as gene expression.

In the present study, we determined the effect of E1 from high and low risk HPVs on cellular gene expres-
sion analyzed by RNA-seq observing that E1 protein affects the expression of different cellular processes, how-
ever, a greater effect on cellular processes associated with immune response (p-value < 0.05) was observed. More 
restricted analysis in which only genes with an adjusted p-value (p-adj < 0.05) were selected, identified a smaller 
number of genes regulated by the presence of E1, which are involved in immune response more specifically in 
antiviral immune response. Our results are in agreement with those of Castillo et al., (2014) who reported a 
change in the expression of genes associated with the innate immune response after the ablation of E1 expression 
in HeLa cells15. Furthermore, when comparing the three viral types tested, our results demonstrated that not 
only E1 from HPV18 promotes a change in gene expression but also E1 from HPV16 and from low-risk HPV 
11, suggesting a probable similar mechanism in the regulation of gene expression performed by the E1 proteins. 
Particularly, 4 genes were downregulated in common by the three HPV E1 proteins (IFNβ1, IFNλ1, Viperin and 
CCL5), which participate in the antiviral immune response17,24–26.

Figure 3.  Immune response, cell-substrate junction assembly and cell proliferation networks are altered by the 
HPV16 E1 protein. HPV16 E1 significantly regulated genes were analyzed by ClueGO. (A) Gene ontology (GO) 
pathway terms obtained for up-regulated genes. (B) GO pathway terms obtained for down-regulated genes. 
The number of associated genes is depicted on the right of each bar and above is presented the percentage of 
altered genes. Significance (p ≤ 0.05) is represented by red asterisks. Clustered networks for up-regulated genes 
(Red color) (C) and downregulated genes (Green color) (D) in presence of HPV-16 E1 protein. The major term 
per group is displayed. Node size exposes the degree of enrichment. Organic layout algorithm introduced in 
Cytoscape supplied the obtained networks. Genes showing Padj changes with a significance of p < 0.05 were 
analyzed.
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IFNβ1 and IFNλ1, are key mediators of the antiviral immune response, which ultimately promote the expres-
sion of interferon-stimulated (ISG) genes, helping to control the infectious processes, through multiple mech-
anisms such as protein translation inhibition, viral RNA degradation as well as the activation and survival of 
innate and adaptive immune cells such as Dendritic cells (DCs), macrophages, NK cells, and T cells, activating 
both innate and adaptive immune response to inhibit viral infection18,27,28. Due to the relevance of such ele-
ments, IFNβ1 and IFNλ1 were selected for further validation through qPCR, that demonstrated that mRNA 
levels decreased in the presence of the three viral types. Importantly, the E1 proteins blocked the IFNβ expression 
even after stimulating with Poly I:C which produces a similar effect than a viral infection, indicating that the 
downregulation induced by the E1 proteins at a transcriptional level has an impact during a normal challenge 
in immortalized keratinocytes. Similarly, when analyzing IFNλ1, we found that E1 also decreased its expression 
after Poly I:C treatment, suggesting that E1 could be acting as an immunosuppressive element in HPV infections. 
The fact that E1 decreases IFNβ1 and IFNλ1 mRNA levels, lead us to evaluate the expression of some ISGs, find-
ing a decrease in the expression of CCL5, RSAD2 (viperin) and IFIT2 in the presence of E1 of HPV16, 18 and 11. 
Such results support the data obtained by RNA-seq, in which these ISGs were also diminished, demonstrating 
that E1 affects the expression of IFNs, which in turn affects the expression of ISGs. Thus, suggesting that E1 may 
play an important role in the antiviral immune response.

We found a reduction of the negative regulator IκBα in the presence of the three HPV E1 proteins, indicating 
that the NFκB canonical pathway is active. These results are in agreement with those reported by Nakahara et al., 
(2015) where HPV16 E1 induced the activation of NFκB in primary cervical keratinocytes29. To test whether E1 
could activate the NFκB non-canonical pathway, we analyzed p52 levels, a product of NF-κB2/p100 processing. It 
is known that p52 associates with RelB in the cytoplasm and the complex RelB:p52 is required for the induction 
of several pro-inflammatory genes30. Interestingly, we found an increase in p52 levels in the presence of the three 
HPV E1 proteins. These results suggest that HPV E1 protein is somehow activating the two NFκB pathways pro-
moting the expression of genes such as cytokines, chemokines, adhesion molecules, enzymes that produce sec-
ondary inflammatory mediators, and inhibitors of apoptosis31. Nevertheless, while the activation of NFκB should 
promote the expression of IFNβ we found that E1 decreases its expression. This contradictory effect could be due 
to the fact that NFκB is not essential for IFNβ expression32, although E1 could favor the expression of other NFκB 
genes. So it would be interesting to determine whether E1 affects other transcriptional factors or cofactors, that 
could regulate the expression of IFNβ, such as IRFs, since it has been shown that the Interferon Regulatory Factor 
3 (IRF-3) promotes the expression of IFNβ33 as has been shown for E6 and E7 oncoproteins34–36.

Figure 4.  Immune response and response to corticosterone networks are altered by the HPV18 E1 protein. 
HPV18 E1 significantly regulated genes were analyzed by ClueGO. (A) Gene ontology (GO) pathway terms 
obtained for up-regulated genes. (B) GO pathway terms obtained for down-regulated genes. The number of 
associated genes is depicted on the right of each bar and above is presented the percentage of altered genes. 
Significance (p ≤ 0.05) is represented by red asterisks. Clustered networks for up-regulated genes (Red color) 
(C) and downregulated genes (Green color) (D) in presence of HPV-18 E1 protein. The major term per group 
is displayed. Node size exposes the degree of enrichment. Organic layout algorithm introduced in Cytoscape 
supplied the obtained networks. Genes showing Padj changes with a significance of p < 0.05 were analyzed.
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That E1 blocks the IFNs production indicates that in addition to its participation in HPV infection, E1 could 
act on HPV persistency; nevertheless, the particular role of E1 in such process needs to be addressed. Therefore, 
it would be interesting to analyze the mechanism by which E1 interferes with the expression and production of 
IFN, as well as its effect on the expression of ISG. Some studies have demonstrated that the HPV produces an 

Figure 5.  Immune response network is altered by the HPV11 E1 protein. HPV11 E1 significantly regulated 
genes were analyzed by ClueGO. (A) Gene ontology (GO) pathway terms obtained for down-regulated genes. 
The number of associated genes is depicted on the right of each bar and above is presented the percentage of 
altered genes. Significance (p ≤ 0.05) is represented by red asterisks. (B) GO pathway terms obtained for down-
regulated genes. Clustered networks for downregulated genes (Green color) in presence of HPV-11 E1 protein. 
The major term per group is displayed. Node size exposes the degree of enrichment. Organic layout algorithm 
introduced in Cytoscape supplied the obtained networks. Genes showing Padj changes with a significance of 
p < 0.05 were analyzed.

Figure 6.  The HPV16, 18 and 11 E1 proteins alter similar genes. (A) Venn diagram summarizing the shared 
number of genes overlapping between differentially expressed genes altered by HPV E1 proteins. (B) HaCaT 
cells transfected with pCA vector control and HPV16 and HPV18 E1 expressing plasmids were collected 
and RNA extracted 24 h after transfection. Then, cDNA was synthesized and the mRNA levels of FOSB 
was measured using specific primers. Relative mRNA levels of FOSB showed an increase in presence of E1 
from HPV16 and 18. Values are expressed as the difference in double delta-Ct compared with pCA control 
transfected cells. The expression of the housekeeping gene 18S was used for normalizing. Bars represent the 
mean ± SD. *p < 0.05 vs control (pCA).
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alteration of key immunological elements either in primary keratinocytes in a context of whole genome as well as 
in cell lines. Several of the altered genes found in this study were confirmed by those studies including the anal-
ysis of IFNβ and RANTES37,38, and ISGs15. It is worth mentioning that the inhibition of INF expression has been 
observed in several viral infections such as Hepatitis, Herpesvirus and HTLV-1, where viruses use this strategy to 
evade the innate immune response favoring the infectious process39–41. Our results propose a novel mechanism 
in the modulation of the immune response induced by the HPV E1 protein, which could be associated to the 
replicative cycle and the viral persistence by evading the immune response.

Figure 7.  The E1 protein from HPV16, 18 and 11 downregulates IFNβ1 and IFNλ1 expression. HaCaT cells 
transfected with pCA control vector and HPV E1 expressing plasmids were collected and RNA extracted 
24 h after transfection. Then, cDNA was synthesized and the mRNA levels of IFNβ1 and IFNλ1 genes were 
measured using specific primers (Supplementary Table 1). Relative mRNA levels of (A) IFNβ1 and (B) IFNλ1 
genes showing a decrease in presence of the HPV-16, 18 and 11 E1. Values are expressed as the difference in 
double delta-Ct compared with pCA control transfected cells. The expression of the housekeeping gene 18S was 
used for normalizing. Bars represent the mean ± SD. ***p < 0.0001 vs control (pCA).

Figure 8.  The E1 protein from HPV16, 18 and 11 downregulates interferon-stimulated genes expression. 
HaCaT cells transfected with pCA vector control and HPV E1 expressing plasmids were collected and RNA 
extracted 24 h after transfection. Then, cDNA was synthesized and the mRNA levels of CCL5, RSAD2 (Viperin) 
and IFIT2 genes were measured using specific primers (Supplementary Table 1). Relative mRNA levels of 
CCL5, RSAD2 (Viperin) and IFIT2 genes showing a decrease in presence of the HPV-16, 18 and 11 E1. Values 
are expressed as the difference in double delta-Ct compared with pCA control transfected cells. The expression 
of the housekeeping gene 18 S was used for normalizing. Bars represent the mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001 vs control (pCA).
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Among the processes associated with the development of cancer induced by HPV, viral persistence represents 
a leading key event at the beginning of this process42. Recently it was determined that E1 is expressed throughout 
the different stages of cervical cancer43. The authors analyzed the levels of HPV16 E1 mRNA in biopsies with 
different lesion degrees (CIN) as well as in cervical cancer, observing an increased expression of E1 as long as the 
lesion advances. In this regard, the analysis of genes differentially regulated by the E1 proteins, specifically those 
from the high-risk HPVs, revealed that E1 from both HPV16 and 18 types promote the expression of genes asso-
ciated with cell proliferation, differentiation, cell viability and metabolism regulation (FOSB, DUSP6, NR4A and 
CCNA1)44–46, processes that could favor the replicative cycle. However, it has been demonstrated that overexpres-
sion of some of these genes play an important role in carcinogenesis associated with poor prognosis, resistance 
to treatment, recurrence and poor survival in some cancers (non-small-cell lung carcinoma, ovarian cancer)46–48. 
Moreover, E1 from HPV16 regulated the expression of genes such as MMP1, EREG, ANGEPTL4 which regu-
late cellular processes such as keratinocyte migration and re-epithelialization, proliferation and angiogenesis49,50, 
interestingly, the overexpression of those genes has been associated with the carcinogenesis process26,51–54. Taken 
together, these data suggest that E1 could play a role in the development of HPV-related cancers through the 
overexpression of certain cellular genes.

Figure 9.  HPV E1 protein decreases IFNβ1 and IFNλ1 expression in the presence of the Poly I:C agonist. 
HaCaT cells were transfected using 0.01, 0.1, or 1 μg of Poly I:C and pCA vector to a final amount of 4.5 μg. 
After 24 h post transfection total RNA was extracted and the IFNβ1 expression was evaluated by pPCR. (A) 
The Poly I:C increases the IFNβ1 and IFNλ1 expression in HaCaT cells in all concentrations tested. The 0.1 μg 
concentration was selected for further analyses. Bars represent the mean ± SD. ***p < 0.001 vs control (pCA). 
(B) IFNβ1 and (C) IFNλ1 expression is repressed in the presence of HPV16, 18 and 11 E1 proteins. After 24 h 
of transfection with 0.1 μg of Poly I:C and the indicated HPV E1 plasmid, total RNA was extracted, cDNA 
synthesized, and qPCR performed to evaluate the IFNβ1 and IFNλ1 expression. In presence of the different 
HPV E1 proteins there is a decrease of IFNβ1 and IFNλ1 expression. Values are expressed as the difference in 
double delta-Ct compared with cells transfected with the pCA vector. The expression of the housekeeping gene 
18S was used for normalizing RNA expression. Bars represent the mean ± SD. ***p < 0.001 vs pCA control. 
(D) IkBα and p52-NFκB protein levels. HaCaT cells transfected with pCA vector and HPV E1 expressing 
plasmids were collected and total protein extracted 24 h after transfection. Levels of IkBα and p52-NFκB were 
ascertained by western blot. Proteins were separated in a 10% SDS-PAGE and membrane was probed with 
anti-phospho-IκBα (Ser32/36)(5A5) (9246; Cell signaling Technology Europe, B.V) or anti-p52 (NFκB) (Santa 
Cruz Biotechnology, California) observing decreased levels of IkBα and an increase of p52-NFκB levels in the 
presence of HPV16, 18 and 11 E1 proteins. GAPDH was used as loading protein control (GAPDH, 37 KDa).
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During the carcinogenic process there exists a deregulation of gene expression and epigenetic mechanisms, 
which play an important role at the different stages of cancer; these mechanisms are capable of altering the organ-
ization of chromatin, through chromatin modifiers, favoring or inhibiting the expression of genes55. It is known 
that the HPV genome organizes itself into a chromatin like structure56, regulating viral replication and transcrip-
tion, which requires the participation of chromatin modifiers. Also, it has been shown that E1 interacts with the 
histone H1 and with the Ini1/hSNF512,13, which are involved in the regulation of gene expression. Therefore, the 
ability of E1 to interact with those proteins, as well as with other chromatin modifiers as acetyltransferases (HATs) 
and deacetylases (HDACs), could be one of the mechanisms implicated in the regulation of gene expression 
performed by the E1 protein. In addition, this suggests that E1 could not only regulate the HPV genome, but also 
the host genome, promoting gene expression that could be favoring in part the infectious process and probably 
carcinogenesis.

It is also possible that E1 regulates gene expression by directly binding to the cellular genome on regulatory 
elements (promoters or enhancers), through its DNA binding domain57. This has been demonstrated for the 
Epstein-Barr virus (EBV) EBNA1 protein, which directly bind to cellular promoters, which was related to changes 
in gene expression profiles58. However, it is likely that an indirect interaction of E1 with DNA through its interac-
tion with transcription factors or with chromatin modifiers could be happening. Therefore, it would be interesting 
to study new E1 interacting partners that allow the modulation of gene expression, including the modulation of 
other cellular processes, such as its participation in cell transformation.

Conclusions
Our results demonstrate that HPV E1 proteins induces changes in cellular gene expression, which is a process that 
is conserved among high- and low-risk HPVs. E1 of HPV16 and 18 are capable of regulating the expression of 
genes involved in processes of proliferation, migration and metastasis which are associated with carcinogenesis. 
Otherwise, E1 of the three viral types were able to modulate the expression of genes associated with the antiviral 
immune response, and also avoided the IFNβ1 and IFNλ1 expression, as well as of ISGs. Although the mecha-
nism for such regulation remains unclear, our results suggest that both, the canonical, as well as the non-canonical 
NFκB pathways are affected by the HPV E1 proteins. Nevertheless, the participation of NFκB pathways in the 
regulation of IFN needs further investigation. Therefore, in addition to its well-known role in viral replication, the 
E1 protein may also play an important role in the evasion of the immune response to favor the replicative cycle, 
persistence and development of cancer.

Materials and Methods
Cell culture and transfections.  The HPV negative cell line HaCaT, was kindly provided by Dr. A. Garcia-
Carrancá (INCan, México). Cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture 
F-12 (DMEM/F-12) supplemented with 10% of foetal bovine serum (FBS). A total of 380,000 cells were plated in 
a 60 mm dish and transfected with the indicated plasmids using PolyFect® reagent (Qiagen, Hilden, Germany) 
according to the manufacturer’s instructions. For IFN expression stimulation, HaCaT cells were transfected with 
different amounts of Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly I:C) (Sigma, St. Louis, MO, USA) as indicated. In each 
case, cells were collected and used for RNA and protein extraction after 24 h post transfection.

Plasmids.  HPV16 and HPV11 HA tagged E1 expressing plasmids were kindly provided from Dr. Mart Ustav 
(University of Tartu, Estonia). HPV18 HA tagged E1 expressing plasmid was previously described by our group59. 
The pCA vector was used as transfection control. All plasmids were verified by sequencing.

RNA Isolation and cDNA synthesis.  HaCaT cells were seeded in a 60 mm culture dish and transfected 
with 4.5 µg of each of the three viral types E1 plasmid in triplicate. After 24 h of transfection, total RNA was iso-
lated from each condition using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s 
protocol. RNA was resuspended in 30 μL of RNAse-free H2O, the was treated with the DNAse Free DNA removal 
kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and quantified. 400 µg of RNA was reverse-transcribed with 
Oligo dT utilizing the GeneAmp RNA PCR Core Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) The expression 
of E1 from the different HPVs were verified by RT-PCR using specific primers listed in Supplementary Table 1.

RNA-Seq: Illumina library preparation and sequencing.  Total RNA was isolated from three inde-
pendent transfections per condition as indicated. Total RNA was quantified spectrophotometrically using a 
NanoDrop ND‐1000 spectrometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA); integrity was analyzed by capil-
lary electrophoresis using the Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA), all samples 
exhibited a high-quality RNA integrity number (RIN) > 9.0. RNA-seq libraries from all replicas and conditions 
(n = 12) were constructed using the TruSeq Stranded mRNA Library Preparation kit (Ilumina, San Diego, CA) 
as 76-bp paired-end reads length. Samples were sequenced using an Illumina NextSeq 500 platform, generating 
at least 40 million reads per sample. Paired-end reads were assigned quality scores and aligned to the refer-
ence genome RefSeq (hg19) using bowtie and then count files were generate with Htseq-count, and diferential 
expression performed with DESeq2 where p-value of < 0.05 and Adjusted p-value < 0.05 were consider as sta-
tistically significant. The pipepline was carried out using the tools provided in Illumina´s BaseSpace. Biological 
processes analysis (GO category) was performed using differentially expressed genes and visualized with ClueGo, 
a Cytoscape plug-in. Ingenuity pathway analysis was performed to identify canonical signaling pathways and 
functional pathways affected by the differentially expressed genes. Fisher’s exact test was done automatically by 
the software.

Gene expression assay.  Total RNA was isolated using the RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). 
The obtained RNA was treated with the DNAse Free DNA removal kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
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USA). A total of 500 µg of RNA was reverse-transcribed with Oligo (dt) primers utilizing the GeneAmp RNA 
PCR Core Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The expression of FOSB, IFIT2, CCL5, RSAD2, IFNβ1 
and IFNλ1 genes was evaluated using specific primers listed in Supplementary Table 1. As a house keeping con-
trol, 18S gene expression was also evaluated. The results are presented as relative quantification using the ΔΔCt 
method.

Western blot analysis.  After 24 h post-transfection, cells were collected, and protein extracts obtained by 
adding Leammli sample buffer (Bio Rad, Ca, USA). Equal amounts of proteins were loaded and separated by 
SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose membrane. The membrane was blocked using 7.5% milk in 
TBS/0.01% Tween buffer and then incubated with the indicated antibodies. Primary antibodies were prepared 
in TBS/0.01% Tween buffer as follows: anti-GAPDH (1:1000) (32233; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
California), anti-HA (1:1000) (C29F4; Cell Signaling Technology Europe, B.V), anti-p52NFκB (1:1000) (298; 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California), α-Actinin (1:1000) (17829; Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, California) and Phospho-IκBα (Ser32/36)(5A5) (9246; Cell signaling Technology Europe, B.V) Membranes 
were washed three times with TBS/0.01% Tween buffer and incubated with HRP coupled secondary anti-mouse 
or anti-rabbit antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California). Finally, Proteins were visualized 
using the ChemoLuminiscent Reagent (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, U.S) according to the man-
ufacturer’s instructions.

Statistical analysis.  Data showing the effects of HPV E1 protein in the different assays are presented as 
mean ± SD. p was calculated by Student’s t-test or ANOVA Tukey’s post-hoc analysis. Significant differences were 
accepted with p ≤ 0.05, as indicated.
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