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RESUMEN 
 

El Virus de Papiloma humano (VPH) se considera el agente de transmisión sexual más común en todo 

el mundo. Uno de los principales mecanismos que hacen tan prevalente a este virus, es su capacidad 

de promover una infección productiva y persistente que en algunos casos produce la integración del 

genoma viral al genoma celular. Dicho evento de integración representa un paso clave en el 

establecimiento del cáncer, puesto que genera la sobreexpresión de las oncoproteínas E6 y E7, que 

son las responsables de interactuar con una plétora de proteínas y perturbar el control del ciclo 

celular y promover la transformación celular. Estudios recientes han propuesto que estás 

oncoproteínas son capaces de generar estrés del retículo endoplásmico (ERE). Hasta la fecha, esta 

poco esclarecido si dichas oncoproteínas son capaces de generar ERE en la historia natural del 

cáncer inducido por dicho virus. 

 

Una de las vías que responde al ERE es la vía de CREB3, la cual está conformada por la proteína 

del mismo nombre, la cual es escindida y activada proteoliticamente para llevar la activación de 

genes específicos río abajo y así responder al ERE generado por diversos agentes, incluyendo 

infecciones virales. Si el ERE no es resuelto, las células activan diferentes mecanismos de muerte 

celular, incluyendo autofagia y apoptosis. Dos de los genes blanco de CREB3: HERP y CHOP, 

regulan la autogafia y apoptosis. Por todo esto es que nos interesamos en determinar la capacidad 

de las oncoproteínas E6 y E7 del VPH16 para modular el ERE a través de CREB3 y sus genes blanco: 

HERP y CHOP. Encontramos que E6 y E7 son capaces de modular los niveles de CREB3 en un 

modelo de expresión transitoria aumentando los niveles de HERP y CHOP. Con lo que respecta 

en el modelo de silenciamiento en la línea celular CaSki HERP y CHOP se ven disminuidos. 

También encontramos mediante el ensayo de PullDow que la oncoproteína E6 es capaz de 

interactuar con CREB3. Concluyendo que E6 y E7 del VPH16 son capaces de modular los niveles de 

CREB3 según el contexto celular. 

 
Palabras clave: infección persistente, activación proteolitica, ERE, autofagia. 
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Abstract 
 

The human papillomavirus (HPV) is considered the most common sexually transmitted agent in 
the world. One of the mechanisms that make this virus so prevalent is its ability to promote a 
persistent infection and, in some cases, the integration of the viral genome into the cellular 
genome. This integration mechanism is a key step in the overexpression of E6 and E7 
oncoproteins, which are responsible for interacting with a plethora of proteins and disturbing cell 
cycle control and promoting cell transformation. 

 
Recent studies have proposed that these oncoproteins can generate endoplasmic reticulum 
stress (ERE). To date, it is not clear whether these oncoproteins can generate ERE in the natural 
history of cancer induced by HPV. 

 

One of the pathways that responds to the ERE is CREB3: this pathway is made up of the CREB3 
protein, which is proteolytically cleaved and activated to bring about the activation of specific 
genes downstream to respond to the ERE generated by E6 and E7 in the cell. If the ERE is not 
resolved, the cells activate different survival mechanisms, such as cell death, including autophagy 
and apoptosis. 

 
Interestingly, it has been reported that two of the CREB3 target genes: HERP and CHOP, regulate 
autophagy and apoptosis. For all these reasons, we are interested in determining the capacity of 
the E6 and E7 oncoproteins of HPV 16 to modulate the ERE through CREB3 and it is target genes: 
HERP and CHOP. We found that E6 and E7 are capable of modulating CREB3 levels in a 
transfection model and silencing model in the CaSki cell line, we also found by PullDown assay 
that the E6 oncoproteins can interact with CREB3. Concluding that E6 and E7 of HPV 16 are 
capable of modulating CREB3 levels according to the cellular context. 

 
 

Keywords: persistent infection, proteolytic activation, ERE, autophagy. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Cáncer y agentes infecciosos.   

El cáncer es una de las causas de morbilidad y mortandad en México y en el mundo, debido a su 

elevada frecuencia desde hace varios años, representa uno de los principales problemas de salud 

pública en nuestro país, así como consecuencias perniciosas para el bienestar económico y 

social1,2. El cáncer es un término amplio que se utiliza para referirse a el conjunto de 

enfermedades que se caracteriza por la acumulación de una serie de cambios que permiten 

adquirir nuevas funciones y otras capacidades a la célula, se puede originar en casi cualquier 

órgano o tejido del cuerpo, su principal característica es el crecimiento y proliferación celular 

descontrolado, sobrepasando sus límites habituales invadiendo partes adyacentes del cuerpo y 

propagándose a otros órganos3,4 . Se ha descrito que el cáncer surge como el resultado de la 

interacción de múltiples factores, como pueden ser factores genéticos y tres categorías de 

agentes externos, a saber: carcinógenos físicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes; 

carcinógenos químicos, como el amianto, los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas 

(contaminantes de los alimentos) y el arsénico (contaminantes del agua y bebida), y los 

carcinógenos biológicos, como determinados virus, bacterias y parásitos5. 

 
Estos agentes pueden promover la expresión de oncogenes o la inhibición de genes supresores 

de tumores, que regulan múltiples vías de señalización celular involucradas en la proliferación; 

proporcionando ciertas características y estableciendo el fenotipo crucial de las células 

tumorales, alterando el ciclo celular, promoviendo la resistencia a la muerte celular, 

reprogramando el metabolismo celular, activando la invasión y metástasis, entre otros procesos, 

favoreciendo a un entorno denominado carcinogénesis (figura 1)6. Cabe mencionar que la 

carcinogénesis consta de tres etapas: iniciación, promoción y progresión. Esta última es exclusiva 

de la transformación maligna e implica la capacidad de invadir tejidos a distancia7, 8. 

 
Ciertos gérmenes infecciosos, pueden causar cáncer o aumentar el riesgo de que se desarrolle, 

aumentando las cifras de cáncer con una etiología infecciosa en todo el mundo9. La Agencia 

Internacional para la Investigación de Cáncer (IARC) ha demostrado que de los 11 patógenos 



4     

infecciosos clasificados como carcinógenos del grupo 1, los cuatro más importantes son 

Helicobacter pylori, el Virus del Papiloma humano (VPH) de alto riesgo, el Virus de la Hepatitis B 

(VHB) y el Virus de la Hepatitis C (VHC), en conjunto representan más del 90% de los cánceres 

relacionados con infecciones en todo el mundo4. 

 

 

 

 

1.2 Virus oncogénicos.   

Tomado de Hanahan, D 2022.   

 

Actualmente los virus que se sabe causan cáncer en humanos son: VHB, VHC, VPH, poliomavirus 

de células de Merkel (MCV), virus del herpes humano-8 (HHV-8), Virus de Epstein-Barr (EBV) y el 

virus linfotrópico de células T humanas-1 (HTLV-1)10. Los siete tipos de virus oncogénicos 

(oncovirus) antes mencionados, están implicados en aproximadamente el 12% de todos los 

cánceres humanos, particularmente en países menos desarrollados y para personas con sistemas 
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inmunológicos comprometidos11. De manera interesante, la mayoria de los humanos se infectan 

con al menos uno de los virus oncogénicos conocidos durante su vida. Las células infectadas 

pueden adquirir características cancerosas, particularmente tras la inmunosupresión o la 

exposición a estímulos co-cancerígenos12. Es interesante, el hecho de que los virus oncogénicos 

causan infección y se transmiten sin que la mayoría de las personas infectadas desarrollen 

neoplasias, por lo que no inducen el desarrollo de tumores como parte de sus ciclos de replicación 

viral, curiosamente el cáncer inducido por estos virus es considerado meramente un accidente 

biológico y, en el curso natural de la enfermedad, las neoplasias resultantes son tan mortales 

para el virus como lo son para sus huéspedes12. De todos ellos, el VPH es el causante de la infección 

de transmisión sexual más prevalente a nivel mundial, y casi el 90% de los cáncer inducidos por 

el VPH ocurren en mujeres13. Por ello la importancia del desarrollo y disponibilidad de nuevas 

tecnologias y herramientas para la detección temprana de la infección por VPH, así como la 

implementación de vacunas profilácticas. 

 

1.3 Virus del Papiloma Humano (VPH).   

Los papilomavirus (PV) se clasifican taxonómicamente dentro de la familia Papillomaviridae, su 

origen parece estar ligado a cambios en el epitelio de su huésped ancestral, ya que los primeros 

reptiles surgieron hace unos 350 millones de años14. Desde entonces, han coevolucionado con sus 

respectivos huéspedes encontrándose ahora en aves, reptiles, marsupiales y mamíferos. Los virus 

que evolucionan lentamente con sus huéspedes de esta manera suelen causar infecciones crónicas15. 

La diversificación de las variantes y prevalencia de cada tipo viral de los PV, esta relacionada con la 

migración y el estilo de vida del humano: hombres y mujeres están involucrados en la cadena 

epidemiológica, siendo acarreadores asintomáticos y transmisores de la infección por este virus16. 

Los papilomavirus son una familia de virus pequeños, no envueltos que tienen tropismo por los 

estratos basales de epitelios cutáneos y de mucosas. La caracterización de los PV implica la 

secuenciación del genoma viral y la comparación con genomas conocidos, por lo tanto los PV se 

clasifican en genotipos, cada genotipo difiere de otro en almenos un 10% de secuencia en la 

región del gen L1 altamente conservada17. Se han agrupado en 53 géneros, de los cuales 5 

géneros incluyen PV que infectan a humanos: α (Alfa), β (Beta), γ (Gamma), μ (Mu) y ν (Nu) que 
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actualmente incluyen más de 240 genotipos según lo reportado Papillomavirus Episteme (PaVE)17. 

Los tipos virales incluidos en los géneros β, γ, μ y ν infectan epitelios cutáneos, ocasionando la 

aparición de lesiones benignas proliferativas persistentes (verrugas comunes y plantares). En 

particular para los VPH- β, se han identificado más de 50 tipos, asociándose con el desarrollo de 

cáncer de piel no-melanómicos bajo ciertas condiciones preexistentes como la inmunosupresión 

y la exposición continua a rayos ultravioleta (UV)18. Con lo que respecta al género α, contiene 64 

tipos de VPH que infectan principalmente a los epitelios de las mucosas, aproximadamente 40 de 

ellos pueden infectar el tracto anogenital19. Los VPH- α se clasifican como de alto o bajo riesgo 

según la probabilidad de que una infección por el VPH pueda conducir al desarrollo de cáncer. 

Hasta el momento se ha reportado que 80% de la población experimentará una infección 

anogenital por VPH- α durante su vida, de ahí su relevancia en salud pública18. 

 
Los tipos virales que tienen un bajo potencial oncogénico, son denominados como VPH de bajo 

riesgo (VPH-BR) (Tabla 1), donde se encuentran los tipos 6 y 11 los cuales están asociados al 

desarrollo de verrugas genitales y casos de papilomatosis respiratoria recurrente (PRR), por otro 

lado 14 tipos virales se han denominado VPH de alto riesgo (VPH-AR) que son capaces de producir 

cambios celulares que conducen al cáncer, siendo los más importantes los tipos 16 y 18 (Tabla 1). 

Hay tres tipos de VPH probable alto riesgo: 26, 53 y 66 que se asocian con el cáncer del cuello 

uterino, vagina y vulva20,21,22. 

 

Tabla 1 . Clasificación epidemiológica de los tipos de VPH que infectan las mucosas. 

 
Grupo Tipos de VPH 
De alto riesgo establecido u oncogénico 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68, 73, 82 

De bajo riesgo establecido 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108 

Probablemente de alto riesgo 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 85 y 97 

                                                                                                                                                            Tomado de Graham S et al., 2017.  

 

Los VPH 16 y 18 son los tipos virales encontrados con mayor frecuencia en neoplasias malignas, 

se ha reportado que están asociados al desarrollo de cáncer de cuello uterino, ano, vagina/vulva, 

pene, orofaringe, cavidad oral/laringe y ciertos tumores de cabeza y cuello, siendo el tipo 16 en 

todos estos casos el más prevalente23,24,25 (Tabla 2). 
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Tabla 2. Patologías asociadas al VPH. 
 

Enfermedad Patología Asociación con tipos de VPH 
Papilomatosis 

respiratoria recurrente 

 
Verrugas anogenitales 

Papilomas en las vías respiratorias 

 
 

Verrugas externas 

Papilomas del cuello uterino 

6, 11 
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, 89 

6, 11 

Precanceres y Cánceres 

anogenitales 

Grupo 1: Carcinogénicos para los humanos 

Grupo 2A: Probablemente Carcinogénicos 

para los humanos 

Grupo 2B: Posiblemente Carcinogénicos 

para los humanos 

16, 18, 31, 33, 45, 51, 52 

68 

 
26, 53, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 73, 82 

Lesiones orales Papilomas orales 

Papilomas Laríngeos 

Carcinoma orofaringeo 

2, 6, 7, 11, 16, 18, 32, 57 

6, 11 
16, 18 

Tomado de Nuñez- Troconis et al., 2022.  

Normalmente las infecciones por VPH se resuelven sin ninguna intervensión a los pocos meses 

de infectarse, alrededor del 90% de estas infecciones desaparecen en 2 años, sin embargo, si la 

infección persiste y hay fallas en la respuesta del sistema inmune para eliminar los VPH-AR, se 

puede promover el desarrollo de cáncer26(Tabla 3). 

 

Tabla 3. Cáncer causados por el Virus de papiloma humano. 
 

Sitio del cáncer Casos Atribuidos al VPH Fracción atribuible Hombres Mujeres 

Cuello uterino 528 000 528 000 100% - 528 000 

Ano 40 000 35 000 88% 17 000 18 000 

Vagina/vulva 49 000 20 000 41% - 20 000 

Pene 26 000 13 000 51% 13 000 - 

Orofaringe 96 000 29 000 31% 24 000 6 000 

Cavidad 

oral/laringe 

358 000 9 000 2.4% 7 000 2 000 

Total 1097 000 634 000 58% 61 000 574 000 

Tomado de Doorbar, J et al., 2020  
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1.3.1 Estructura del VPH.    
 

Los VPH son virus pequeños que presentan una cápside icosaédrica con un tamaño aproximado de 

55 nm de diámetro, comprende 360 copias de la proteína mayor (L1), organizada en 72 capsómeros 

de dos tipos diferentes: 60 pentámeros hexavalentes y 12 pentámeros pentavalentes. Así como un 

monómero de la proteína menor (L2) que está asociado con cada pentámero L1 del virión, en su 

interior contiene al genoma circular de DNA de doble cadena de aproximadamente 8,000 pb (Double- 

stranded DNA, por sus siglas en inglés dsDNA) (figura 2)27,28. 

 

Tomado y modificado de John Doorbar, 2020.  
 

 

La organización del genoma del tipo 16 es similar a los demás tipos de VPH, y como sigue siendo 

uno de los más prevalentes a nivel mundial, se procederá a su descripción específica para este 

trabajo29. Su genoma es de doble cadena circular de 7904 pb, está dividida en tres regiones 
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funcionales: 1) región no codificante larga de control LCR (por sus siglas en inglés) también 

llamada URR (región reguladora río arriba o “untranslated regulatory región”) que contiene el 

origen de replicación viral (Ori) y los elementos necesarios para la replicación y transcripción de 

los genes virales (promotor, enhancer); así como sitios de unión para factores de transcripción 

celulares: AP1, SP1, Oct1, de manera particular se ha determinado que el VPH16 tiene dos 

elementos promotores conocidos como PE o promotor temprano (también denominado p97) y  

PL o promotor tardío (también denominado p670) que regulan la expresión de mRNA 

empalmados diferencialmente durante la diferenciación epitelial (posición 97 y 670 en el genoma 

de VPH16 sitio 5´cap/sitio de iniciación del RNA de las transcripciones virales)30 (figura 3) 2) 

región de genes tempranos (E: early) codifica para las proteínas no estructurales E1, E2, E4, E5, 

E6 y E7; y 3) región de genes tardíos (L: late), que codifica para las proteínas estructurales mayor 

L1 y menor L2 que componen la cápside, las cuales se expresan en la fase final del ciclo viral, cabe 
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destacar que la proteína L2 tiene una interacción directa con el DNA viral, lo cual se describe 

másadelante31,32. 

 
 

1.3.2 Ciclo replicativo del VPH.   
 

Los VPH muestran tropismo por el epitelio escamoso, el ciclo viral depende de la diferenciación del 

epitelio escamoso del huésped, infectan los queratinocitos en la capa basal de epitelios que quedan 

expuestos como resultado de pequeñas microlesiones33. La proteína L1 facilita la unión de los 

viriones a la superficie celular, que se unen inicialmente a las cadenas de glicosaminoglicanos 

(GAG) de los proteoglicanos de sulfato de heparán (HSPG), también puede unirse a la matriz 

extracelular (ECM) a través de interacciones con HSPG y laminina-332. (figura 4)34,35,36. 

Posteriormente inicia el proceso de endocitosis, en el cual el endosoma formado (endosoma 

temprano) comienza un proceso de maduración (endosoma tardío) fusionándose finalmente con 

los lisosomas, en este punto se lleva a cabo el desensamble del virión y el rescate del episoma 

mediado por la proteína L2, formándose el complejo L2-DNA viral, las vesículas con L2/vDNA 

salen de la red trans-Golgi (TNG) y se asocia con microtúbulos. Se postula que L2 interactúa con 

ciertas proteínas nucleares como Hsc270, para facilitar el transporte del genoma viral del 

citoplasma al núcleo, por otro 

lado también se sugiere que L2 

puede interactuar con los 

cromosomas condensados 

utilizando su dominio de unión a 

cromatina para asegurar que las 

vesículas L2/vDNA permanezcan 

en el huso mitótico37,38,39,40. Una 

vez que el genoma viral se 

encuentra dentro del núcleo, se 

mantiene de manera episomal, 

enseguida el promotor de 
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transcripción temprana se activa en las células basales41. Las proteínas virales E1 y E2 son de las 

primeras en expresarse, E1 participa en el mantenimiento del material genético viral episomal 

(no integrado al genoma celular), aproximadamente 10-100 número de copias por célula, 

mientras que la expresión de las oncoproteínas E6 y E7 se encuentra parcialmente reprimida por 

E2 debido a que algunos factores de transcripción, incluido Sp1, así como las proteínas de unión 

a la caja TATA, tienen secuencias de unión que se superponen en los sitios de unión de E2, lo que 

da como resultado una regulación negativa de la transcripción a través de la competencia42. 

 
E1 y E2 forman un complejo para reclutar la maquinaria de polimerización celular y factores 

accesorios para la replicación del genoma43,44. Tras la diferenciación, la transcripción de los genes 

virales cambia del promotor temprano regulado por E2 al promotor tardío independiente de E2, lo 

que da como resultado altos niveles de transcripción de E1 y E2 que conducen a la amplificación viral. 

A medida que los queratinocitos se van diferenciando, migran de la membrana basal hacia la 
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superficie del epitelio y dejan de dividirse, en ese momento el promotor dependiente de 

diferenciación se activa conduciendo al incremento en la expresión de E6 y E7, reactivando la síntesis 

de DNA celular e inhibiendo la apoptosis, retardando la diferenciación y promoviendo la 

proliferación celular, este proceso está regulado por E245. 

 
Una vez establecida la infección, las células comienzan a diferenciarse permitiendo que se 

expresen otros genes como E5 el cual promueve proliferación celular y evade al sistema inmune 

al inducir la pérdida de la expresión de MHC I en las células infectadas, evitando la presentación 

de antígenos virales a las células T efectoras. La oncoproteína E5 se une e inhibe la actividad de 

la subunidad de 16kDa de la V-ATPasa, alterando la acidificación endosomal, EGFR requiere 

acidificación endosomal para la disociación de su ligando del receptor y la subsiguiente 

degradación. La unión de E5 a V-ATPasa interrumpe la acidificación y como resultado, aumenta 

la activiación de EGFR46,47. Así mismo, E5 contribuye a la amplificación del genoma a través de su 

capacidad para estabilizar y mejorar la señalización del EGFR48. 

 
Por otro lado, la proteína E4 presenta la capacidad de unión a la queratina y una capacidad de 

reorganizar la red de citoqueratina en la periferia provocando el colapso de las redes de 

queratina. La acumulación de E4 en o alrededor del inicio de la amplificación del genoma, 

coincide con la activación del promotor (p670 en VPH16). Como consecuencia se generan miles 

de copias del genoma viral y se desencadena la expresión de los genes de la cápside L1 y L2 para 

el ensamblaje de los viriones que son liberados tras la muerte de las células que alcanzan la  

superficie, estos viriones están listos para infectar nuevas células49,50. 

 
En células persistentemente infectadas la sobreexpresión de E6 y E7 conduce a la acumulación 

de mutaciones que con otros factores favorecen la progresión hacia cáncer, estudios recientes 

han propuesto que estás oncoproteínas se acumulan en el RE51,52. En la tabla 4 se resume las 

funciones de las proteínas tempranas y tardías del VPH en el ciclo viral, así como su actividad. 
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Tabla 4 . Principales funciones de las proteínas del VPH. 
 

 

Proteína Función en el ciclo viral Actividad 

E1 Replicación del genoma viral. Actividad de unión a DNA, helicasa y ATPasa. 

 
E2 

 
Transcripción de genes virales 
Replicación del genoma viral 
Mantenimiento del genoma viral. 

 
Transactivación/trans-represión, actividad de unión a DNA, 
segregación mitótica del DNA viral. 

 
E4 

 
Participa en la fase productiva del ciclo viral, se 
asocia al proceso de liberación de partículas 
virales. 

 
Destrucción de la red de queratina e inducción de arresto 
del ciclo celular en fase G2M. 

 
E5 

 
Involucrada en la proliferación e inhibición de 
la apoptosis. 

 
Interviene en varias vías de señalización celular asociadas a 
factores de crecimiento. 

 
E6 

 
 

Reactivación de los mecanismos celulares de 
replicación, proliferación, inmortalización, 
inhibición de la apoptosis. Mantenimiento del 
genoma viral. 

 
 

Interacción e inducción de la degradación de varias 
proteínas celulares como p53, E6AP, c-Myc, FADD, Caspasa 
8 y proteínas con dominios PDZ. 

E7 Reactivación de los mecanismos celulares de 
replicación, proliferación, inmortalización. 
Mantenimiento del genoma viral. 

Interacción e inactivación con varias proteínas celulares 
como Rb, HDAC, E26F, p21, p27, CDK/ciclina, ATM, ATR. 

L1 Principal proteína de la cápside. Proteína mayoritaria que conforma los capsómeros. 

L2 Proteína menor de la cápside. Proteína minoritaria que conforma los capsómeros, 
además participa en la introducción del genoma viral 
dentro del núcleo y posteriormente en el encapsulamiento 
de este en las etapas tardías de la replicación viral. 

 

 
1.4 Carcinogénesis inducida por VPH.   

Tomado y modificado de Egawa, N. 2017   

 

La infección con VPH de alto riesgo y las funciones de sus oncoproteínas son necesarias, más no 

suficientes, para la progresión hacia cáncer24. Entonces, además de la infección persistente, 

existen otros factores que participan en la carcinogénesis, donde la integración del genoma viral 
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al genoma celular se ha postulado como un evento clave en este proceso53. A la fecha, no se han 

identificado de manera específica sitios en los que se lleva a cabo la integración del genoma viral; 

sin embargo, se ha detectado que ocurre en sitios frágiles de regiones de inestabilidad genómica. 

En las etapas tempranas de la infección los genes E6 y E7 son reprimidos por la proteína E2, la 

integración viral conlleva al rompimiento del marco abierto de lectura de E2, por lo que se pierde 

la regulación negativa de los oncogenes virales E6 y E7, evento que resulta en un aumento en la 

expresión y estabilidad de los transcritos que los codifican54. 

 
En el proceso de la amplificación del genoma viral en queratinocitos diferenciados, el VPH altera 

los mecanismos de proliferación y de diferenciación celular en la que naturalmente la síntesis de 

DNA está inhibida, esto es posible por la interacción de las oncoproteínas con diferentes 

proteínas celulares55. Los mecanismos celulares involucrados están controlados por varios 

factores, principalmente los miembros de la familia Rb. La proteína E7 del VPH se une a estos 

factores celulares y los marca para su degradación, liberando y activando el factor de 

transcripción E2F, de esta manera se inicia la expresión de los genes involucrados en la síntesis 

de DNA. Si bien todas las proteínas E7 de los diferentes papilomavirus se unen a miembros de la 

familia Rb, las proteínas E7 de los virus de alto riesgo se unen con mucha mayor afinidad. La unión 

de E7 a Rb puede conducir a la inhibición del crecimiento celular y apoptosis de manera 

dependiente de p53. Como resultado, las proteínas E6 de los virus de alto riesgo han 

evolucionado para marcar a p53 para su degradación, previniendo la inhibición del crecimiento 

celular. El efecto combinado de las proteínas E6 y E7 de los virus de alto riesgo para mantener la 

fase S en las células diferenciadas resulta en la supresión de los puntos de control del ciclo celular. 

En células persistentemente infectadas la sobreexpresión de E6 y E7 conduce a la acumulación 

de mutaciones que con otros factores favorecen la progresión hacia cáncer. La carcinogénesis 

asociada al VPH es un proceso de varios pasos que involucra la acumulación de alteraciones 

genéticas en las células tales como: inestabilidad genética, inmunodeficiencia, mantenimiento de 

señales de proliferación celular, evasión de supresores del crecimiento, inmortalidad replicativa, 

resistencia a la muerte celular, desregulación de la energía celular, angiogénesis, invasión y 

metástasis56,57. 
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1.5 Oncoproteínas del VPH.   
 

Las proteínas virales oncogénicas E5, E6 y E7 son capaces de modular la expresión de proteínas 

fundamentales que controlan la actividad de los mitógenos, el programa de diferenciación y los 

mecanismos de evasión inmunitaria que finalmente promueven el proceso de transformación 

celular. La oncoproteína E5 juega un papel clave en el crecimiento celular y altera varias vías de 

transducción de señales. Realiza actividades pro-carcinogénicas. También modula vías 

inmunitarias e inflamatorias de otras maneras, al interferir en la activación de EGF-R y la 

señalización de transducción, como las proteínas quinasas activadas por mitógenos (Ras/ 

Raf/MAO quinasa) y la fosfoinositida 23- quinasa (PI3K/Act)58. Se ha demostrado que E5 coopera 

con E6 de alto y bajo riesgo para inducir coilocitosis59. El principal mecanismo inmunitario 

interrumpido por la oncoproteína E5 es la presentación de antígenos, evitando su 

“cargamiento/loading” en el MHC para proteger a las células infectadas contra la citotoxicidad 

de NK y CTL; además la proteína E5 coopera con E6 y E7 para promover la hiperproliferación de 

las células infectadas debido a un aumento en la disponibilidad de receptores para factores de 

crecimiento, facilitando el proceso de transformación maligna. A pesar de que E5 está implicada 

en pasos fundamentales de la carcinogénesis, el gen E5 generalmente se pierde después de que 

el DNA viral se integra en el genoma del huésped, lo que sugiere que su actividad no es necesaria 

para la última etapa de transformación60,61,62. 

 
La función de E6 y E7 da lugar a un interesante efecto complementario de la actividad 

transformante. Las proteínas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo son las principales mediadores de 

la carcinogénesis debido a sus interacciones con diversas dianas celulares. E6 y E7 son esenciales 

para el mantenimiento del fenotipo transformado, sin embargo, no son suficientes para 

transformar directamente las células 63, 64, 24. 
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1.5.1 Oncoproteína E6 y su contribución a la carcinogénesis.     
 

El ORF de E6 codifica una pequeña proteína de aproximadamente 150 aminoácidos con un peso 

molecular de 16-18 KDa. La secuencia del LCR contiene una caja TATA y un sitio de unión a SP1 

que activa el promotor de E6 el cual es responsable de la especificidad epitelial de la transcripción 

del VPH. Un potenciador se encuentra 400 pb corriente arriba del promotor E6 que inicia la 

transcripción. 

 
 

Las proteínas E6 contienen cuatro motivos CxxC, que son importantes en funciones como la 

activación transcripcional, transformación, inmortalización y la asociación con proteínas celulares 

(figura 6). En el caso de los VPH que infectan la mucosa, el carboxilo terminal COOH contiene un 

motivo de unión P SD-95/ Dlg/ Z 01 (PDZ), su nombre deriva de las tres primeras proteínas que 

mostraron su presencia: Proteína de densidad postsináptica 95 (PSD-95), supresores de tumores 

grandes del disco de Drosophila (DlgA), y zónula ocludens-1 (Zo1), un ejemplo de los homólogos 

de está última proteína en humanos es Dlg, estos motivos están involucrados en la interacción 

con varias proteínas que contienen este dominio PDZ, este motivo de unión a PDZ (PBM) está 

ausente en la mayoría de los tipos de virus de bajo riesgo65. E6 de alto riesgo también interactúa 

con varios sustratos que contienen el dominio PDZ, incluidos Dlg y Scribble, lo que induce su 

degradación mediada por ubiquitina. Estos sustratos están implicados 
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en el control de la proliferación celular, la polaridad celular y la adhesión, lo que respalda además 

que las proteínas E6 contribuyen a la malignidad inducida por el VPH66,67. En el caso de Dlg, E6 

parece utilizar la interacción para promover una mayor invasión celular, mientras que en el caso 

de hScrib, esto parece ser necesario para mantener altos niveles de expresión de la proteína E668. 

E6 también regula la familia de proteínas NFκB e induce la caja Foxhead M1 (FOXM1) que se cree 

que media la progresión del tumor. E6 regula la vía Wnt / β-catenina afectando así la proliferación 

y diferenciación celular. E6 también puede afectar la expresión de varios miARN como miR 218 y 

miR23b y, junto con la interacción con CDK2, esto puede afectar la regulación del ciclo celular y 

el ciclo del centrosoma69. 

 
La función más estudiada de E6 de alto riesgo en el proceso carcinogénico es su unión al supresor 

de tumores p53, una proteína de unión al DNA expresada en respuesta al daño del DNA o la 

inducción no programada de la replicación del DNA, lo que da como resultado la detención del 

ciclo celular o la apoptosis. Dado que el VPH depende de la maquinaria de síntesis de DNA celular 

y debe estimular la progresión de la fase S para la replicación de su genoma, la sobreexpresión 

de p53 inhibe la replicación viral. E6 se une a la proteína p53 a través de una ubiquitina-ligasa 

celular mediado por la interacción de la proteína E6 con la proteína celular E6AP, mediante un 

bolsillo hidrofóbico cargado en E6, y un motivo peptídico en forma de hélice, en E6AP, llamado 

LxxLL por su alto contenido de leucinas70. Un análisis cristalográfico de E6 del VPH16 muestra que 

los bucles de dedo de zinc de E6 y la región conectora entre ellos forman el bolsillo profundo, en 

el que encaja el dominio helicoidal LxxLL de E6-AP71. 

 
El complejo de enzimas de ubiquitina es reclutado por E6AP, ubiquitinando lisinas en p53 

promoviendo su proteólisis. Se forma un complejo tripartito de E6/ E6 AP/ p53. La degradación 

de p53 evita las señales de detención del crecimiento normal en los puntos de control G1 / S y 

G2 / M y es la causa principal de inestabilidad cromosómica, con consecuencias mutacionales 

para las células positivas al VPH y mejora de la integración de DNA extraño en el genoma de la 

célula huésped. Además, las oncoproteínas E6 inhiben la degradación de las cinasas de la familia 

SRC por E6-AP, estimulando la actividad mitótica24. 
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Además de sus efectos sobre la 

proteína p53, las proteínas E6 

de alto riesgo activan la 

telomerasa, una enzima 

responsable de replicar el DNA 

telomérico en los extremos de 

los cromosomas. En las células 

somáticas normales, la 

actividad de la telomerasa está 

ausente y los telómeros se 

acortan a través de sucesivas 

divisiones celulares, iniciando 

la vía natural que conduce a la 

senescencia y la muerte 

celular. E6 puede regular al 

alza la actividad de la telomerasa mediante la activación transcripcional del gen de la 

transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTert), que codifica la subunidad catalítica de la 

telomerasa, está inducción del promotor h TERT es a través de interacciones con proteínas c-Myc 

y NFX-1 y contribuye a la inmortalización celular72,73 (figura 7). 

 
Como se ha descrito, E6 presenta la capacidad de interactuar con proteínas que albergan motivos 

LxxLL, el compañero prototipo que tiene este motivo es la ubiquitina ligasa E6AP, sin embargo en 

la actualidad se siguen reportando a otras proteínas que contienen estos motivos como lo es 

CREB3, una proteína sensor del Retículo Endoplásmico (RE)74,75. 
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1.5.2 Oncoproteína E7 y su contribución a la carcinogénesis.  

El oncogén E7 codifica una proteína de bajo peso molecular de aproximadamente 100 

aminoácidos (10kDa). El dominio CR1 es necesario para la transformación celular y la degradación 

de pRB, pero no contribuye directamente a la unión de pRb. La región CR2 contiene una secuencia 

central de unión a pRb conservada LxCxE y un sitio de fosforilación de caseína quinasa II (CKII). El 

amino terminal consta de dos motivos CxxC separados por un espaciador de 29/30 aminoácidos. 

Está región está implicada en la asociación de pRb y otras proteínas celulares del huésped y puede 

funcionar como un dominio de dimerización76 (figura 8). 

 

 

Las proteínas E7 se localizan principalmente en el núcleo, donde se asocian con el producto del 

gen de retinoblastoma (pRb) para facilitar la progresión hacia la fase S del ciclo celular. En células 

normales, pRb se hipofosforila en G1 temprano y se une a factores de transcripción E2F, formando 

complejos que funcionan como represores transcripcionales. Tras la fosforilación, estos 

complejos se disocian, lo que permite que E2F actúe como activador transcripcional. Al asociarse 

con pRb hipofosforilado, E7 evita su unión con E2F, promoviendo así la progresión del ciclo 

celular. Además, la degradación de pRb mediada por ubiquitina inducida por E7 parece ser 

esencial para superar eficazmente la detención del ciclo celular. Además de pRb, E7 interactúa 
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con otros dos miembros de la familia pRb, p107 y p130, que también regulan negativamente la 

transcripción de los genes activados por E2F24,77,78, 79 (figura 9). 

 
La proteína E7 de los VPH de alto riesgo estimula los genes de la fase S, ciclina E y ciclina A, 

interactúa con los complejos ciclina-cinasa y anula las actividades inhibidoras de los inhibidores 

de cinasas dependientes de ciclina (CKI), como p21 CIP-1 / WAF-1. Y p27 KIP-1 80. 

 
Estas interacciones son un 

factor importante en la 

estimulación del 

crecimiento de las células 

infectadas por VPH, 

desacoplando la actividad 

cinasa dependiente de 

ciclina de los CKI e 

interfiriendo con la 

capacidad de p53 para 

inducir la detención del 

crecimiento de G1 después 

de un daño en el DNA. 

 
 

 
Las proteínas E7 del VPH6 y 11 de bajo riesgo se unen de manera menos eficiente a pRb por lo 

que sus efectos sobre la transformación celular son menores o ausentes81. 

 
De lo anterior se desprende claramente que las oncoproteínas E6 y E7 del VPH de alto riesgo 

afectan de diferentes formas a las vías reguladoras celulares, debido a su capacidad de 

interactuar con una gran variedad de proteínas celulares que alteran diversos procesos celulares. 

Estudios recientes han propuesto que estás oncoproteínas se acumulan en el Retículo 
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Endoplásmico, generando estrés de este, lo que proporciona evidencia sobre un nuevo 

mecanismo celular que puede favorecer al proceso de la carcinogénesis, siendo interesante al ser 

un mecanismo adicional a las alteraciones clásicas que ya se han determinado, proponiendo el 

Estrés del Retículo Endoplásmico (ERE) como un factor importante en el estableciendo del cáncer. 

A este respecto, se ha reportado que epitopes de las oncoproteínas E6 y E7 del VPH16, se 

acumulan en el retículo endoplásmico e inducen estrés del RE 51,52 (figura 10). 
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1.6 EL ESTRÉS DE RETÍCULO ENDOPLÁSMATICO COMO FACTOR PARA LA 

CARCINOGÉNESIS. 
 

1.6.1 Estrés del retículo endoplásmico (ERE).   
 

El RE es uno de los organelos más abundantes en las células, compuesto por un sistema continuo de 

membranas que incluye la envoltura nuclear (EN) y el RE periférico, definido por láminas planas, 

túbulos ramificados y sacos aplanados interconectados a través de un espacio cerrado llamado lumen 

que está separado del citosol por una membrana. La estructura del RE se puede dividir en un dominio 

de envoltura nuclear que está integrado en el RE rugoso, y un dominio para la sintesis de ribosomas82. 

La forma y distribución de estos dominios RE está regulada por una variedad de proteínas integrales 

de membrana e interacciones con otros orgánulos y el citoesqueleto. Estas interacciones son de 

naturaleza dinámica y reflejan cambios dentro de la célula, ya sea a través del ciclo celular, 

diferenciación celular, señales intracelulares o interacciones de proteínas83. La estructura 

membranosa del RE tiene una serie de funciones como el plegamiento de proteínas recién 

sintetizadas, la síntesis de fosfolípidos y la regulación de las vías de señalización intracelular. 

 

El RE permite principalmente el transporte e integración de proteínas, ayudándolas a plegarse y 

transportarse (membranas extracelulares o celulares), controla la homeostasis intracelular del Ca2+ 

siendo el principal reservorio de calcio en la célula, contribuyendo a la biogénesis de 

autofagosomas y peroxisomas, también es un sitio que realiza la glicosilación ligada a N y está 

estrechamente relacionado con las vías de señalización celular. Por otra parte, el transporte 

vesicular involucra el movimiento de moléculas de un compartimento celular hacia otro o bien 

su liberación hacia el entorno extracelular, el cual es crítico en gran variedad de procesos 

fisiológicos y patológicos, en este proceso participa el RE en una manera ordenada y dinámica84. 

Diversos estímulos, intrínsecos y extrínsecos, alteran la homeostasis del RE. Los cambios 

ambientales relacionados con el estado redox, los niveles de nutrientes y Ca2+, la tasa de síntesis 

de proteínas, la aparición de patógenos o estímulos inflamatorios, alteran el plegamiento de las 

proteínas y en última instancia, promueven la acumulación de proteínas desplegadas o mal 

plegadas. Está condición se conoce como Estrés del Retículo endoplásmico (ERE)85. Si las 

proteínas no se modifican correctamente, la falta de residuos de glucosa es reconocida por el RE 
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y las proteínas, incluida la UDP-glucosa: glicoproteína glucosiltransferesa (UGGT), en un intento 

de volver a glicosilar las proteínas. Si el proceso de plegamiento normal no se restablece, los 

residuos hidrófobos quedan expuestos y se unen a GRP78 (BIP), se produce la acumulación de 

estas proteínas y se activa la respuesta a proteínas desplegadas (UPR). La primera acción de la  

UPR es aumentar la abundancia del RE para adaptarse a las necesidades de las células para plegar 

adecuadamente las proteínas, lo que lleva a una expansión del RE a través de la generación de 

láminas y un aumento en la maquinaria de plegamiento86. 

 
 
 

1.6.2 Respuesta a proteínas desplegadas (UPR).   
   
La capacidad de cada organelo en las células eucariotas está estrictamente regulada de acuerdo 

con las demandas celulares requeridas que se denominan autorregulación de organelos87. Gran 

variedad de factores puede afectar la homeostasis y el funcionamiento del RE. La exposición de 

las células a condiciones ambientales adversas, como estrés salino88, estrés térmico89 y estrés 

hídrico90, perturban los procesos que se llevan de manera normal en este organelo, lo que 

contribuye a la acumulación de proteínas desplegadas o mal plegadas en el lumen del RE, si las 

proteínas mal plegadas se acumulan más allá de un umbral tolerable, los sensores residentes en el 

RE desencadenan una respuesta de proteína desplegada o mal plegadas (UPR) el cual es un 

mecanismo adaptativo capaz de restablecer la homeostasis del RE a través de múltiples estrategias 

que abarcan la reprogramación transcripcional y el decaimiento del mRNA, la atenuación 

traduccional, eliminación de proteínas mal plegadas a través del sistema de degradación de proteínas 

asociadas a ER (ERAD), reciclaje de proteínas mal plegadas y materiales celulares a través de la 

inducción de la autofagia91. La acumulación de proteínas en el RE es detectada por las moléculas 

sensoras que constituyen al mecanismo de respuesta de proteínas desplegadas o UPR y esto 

activa factores de transcripción específicos92. Como respuesta a este estrés se activan vías de 

señalización que involucran la comunicación entre el RE y el núcleo para asegurar el correcto 

plegamiento y ensamblaje de todas las proteínas que salen del retículo endoplásmico87. Es por 

ello que la acumulación de proteínas, la sobrecarga de la replicación, síntesis de proteínas y 

lípidos, alteración de los nutrientes intracelulares, cambios en la arquitectura celular, infecciones 
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virales y el proceso carcinogénico, inducen la activación de mecanismos de protección celular 

culminando en la activación de vías de señalización de la UPR la cual involucra a los elementos: 

Pancreatic ER Kinase (PERK), Inositol-Requiring Enzyme 1 (IRE1) y Activating Transcription Factor 

6 (ATF6), y una vía no clásica llamada CREB3, cada proteína sensor de la UPR presenta un 

mecanismo peculiar y genes objetivos diferentes, para desencadenar una respuesta 

especifica93,94 (figura 11).    

 
En condiciones normales estas 

proteínas transmembrana 

están unidas e inactivadas por 

una chaperona, la proteína 78 

regulada por glucosa (Bip, 

también conocida como 

GRP78)92,95. 

 
Los resultados de la activación 

de la UPR incrementa el 

plegamiento adecuado de las 

proteínas, induce tráfico 

celular y promueve la 

degradación de proteínas 

asociada al RE (ERAD) con la subsecuente atenuación en la síntesis de proteínas. Si el plegamiento 

de proteínas no es resuelto las células activan diferentes mecanismos de muerte celular 

incluyendo autofagia y apoptosis96. Así mismo, el tráfico vesicular está regulado por diversos 

procesos como la endocitosis, exocitosis, reciclaje de proteínas, autofagia y ERE, los cuales 

responden una gran cantidad de señales intra e intercelulares y su desregulación está asociada 

al desarrollo de diversas patologías como Parkinson, Alzheimer, paraplejia espástica y cáncer97; 

el mecanismo implicado en estos procesos aún sigue en investigación. A la fecha diversos trabajos 

han descrito el papel de las infecciones virales en la modulación del ERE, sin embargo, 
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los mecanismos en un proceso continuo como lo es la carcinogénesis permanecen poco claros, 

donde la transformación oncogénica impulsada por la pérdida de los supresores de tumores p53, 

PTEN, TSC1 o TSC2, aumentan drásticamente las tasas de síntesis de proteínas, lo que 

eventualmente lleva al ERE98. 

 
Las células cancerosas pueden adaptarse a los desafíos que implica el microambiente tumoral, 

pero a medida que los tumores se expanden, se encuentran con una serie de nuevas tensiones 

ambientales, que incluyen la privación de oxígeno y nutrientes, acidosis láctica y múltiples formas 

de intervención clínica, estos estímulos pueden interrumpir el plegamiento de las proteínas en el 

RE al limitar dos de las reacciones que ocurren en este orgánulo: O2 y N-acetilglucosamina, o 

interrumpir directamente la función de chaperonas a través de la peroxidación de lípidos y 

formación de aductos covalentes99. Los factores extrínsecos como la hipoxia, la privación de 

nutrientes y la acidosis alteran las funciones normales del RE, las tensiones intrínsecas a las que 

están expuestos los tumores sólidos como activación oncogénica, alteración en el número de 

cromosomas, y la capacidad secretora exacerbada causan una alta demanda para la producción 

de proteínas. Asi mismo, la inestabilidad genómica, el aumento de la tasa de mutaciones y el 

desequilibrio redox perturban aún más la proteostasis global. Todos estos factores involucrados 

en la progresión del cáncer resultan en la acumulación de proteínas mal plegadas, y generando 

ERE100. 

 
 
 

1.6.3 ERE, UPR y Cáncer.   
   

Las células han desarrollado mecanismos para lograr garantizar la autenticidad y la integridad de 

los procesos celulares que llevan a cabo. Cualquier perturbación anormal puede producir ERE, ya 

sea de forma directa o indirecta, y está perturbación puede ser de naturaleza aguda o crónica, 

como ejemplos de estrés agudo, la hipoxia, el agotamiento de calcio y la privación de glucosa 

pueden conducir a una rápida activación de la UPR, en esas condiciones, la célula solo necesita 

tolerar tales tensiones, durante tiempos relativamente breves, de minutos a horas, promoviendo 
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el plegamiento de proteínas que se encuentren en el RE, que se haya acumulado en ese periodo 

de tiempo, lo que necesita una UPR que es de acción relativamente rápida y también fácilmente 

desactivada101,102. Por el contrario, el estrés crónico requiere cambios casi permanentes en la 

función celular en general y en la función del RE en particular, las tensiones crónicas que activan 

la UPR pueden abarcar: mutaciones genéticas de chaperonas o sustratos de chaperonas que 

conducen a problemas persistentes de plegamiento incorrecto, infecciones virales que pueden 

cooptar la vía secretora para la producción de proteínas o incluso la diferenciación y el 

mantemiento normal de la célula, cuyas funciones principales incluyen la producción y secreción 

de proteínas, como células inmunitarias. Una característica común entre estos factores 

estresantes crónicos del RE es que exigen un mecanismo por el cual el estrés del RE debe tolerar 

persistentemente en una escala de tiempo que va de días a años, en este contexto, incluso si la 

muerte celular ocurre en pequeña medida, la mayoría de las células deben finalmente sobrevivir 

y adaptarse al estímulo estresante103. 

 
La transformación oncogénica es un proceso de varios pasos que aprovecha el mecanismo de la 

UPR para superar diversas barreras. Por lo tanto la UPR funciona como un mecanismo de 

adaptación durante la progresión del cáncer104. Actúa modulando mecanismos que 

desencadenan la transformación celular, mejoran la supervivencia y ajustan el estado metabólico 

de la célula. La iniciación y el desarrollo del cáncer requieren la inactivación de los supresores de 

tumores como la adquisición de mutaciones oncogénicas que desacoplan la proliferación de la 

regulación extracelular mediada por factores de crecimiento105. El estado metabólico en el 

proceso carcinogénico es altamente proliferante en un microambiente anormalmente 

vascularizado, hipóxico y bajo en glucosa. En condiciones hipóxicas, la demanda de síntesis de 

proteínas en las células cancerosas es significativamente menor que la de las células normóxicas, 

lo que conduce a una disminución de la demanda de oxígeno y energía, por lo tanto existe una 

disminución del trifosfato de nucleósido de adenina (ATP), y una disminución en la tasa de 

traducción de proteínas, lo cuál es desfavorable para las células cancerosas106. La demanda 

constante en los niveles aumentados con la transformación en la síntesis de proteínas a menudo 

abruman la capacidad de plegamiento de proteínas del RE. Las células cancerosas en 
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proliferación requieren una rápida expansión del RE para su división y asignación a las células 

hijas107. El crecimiento tumoral persiste pese a las condiciones adversas en un contexto 

carcinogénico, donde coexisten procesos como: proliferación sostenida y desregulada, estrés 

oxidativo, privación de nutrientes y de lípidos, hipoxia, pH ácido extracelular. La progresión del 

ambiente tumoral requiere una adaptación frecuente, la transformación maligna mediada por la 

activación de oncogenes y la pérdida de la función supresora de tumores, lo que impone intensas 

demandas biosintéticas y bioenergéticas sobre los recursos celulares disponibles, 

desencadenando el estrés inicial del RE. Las adaptaciones beneficiosas que surgen en el 

microambiente tumoral se deben en gran medida por la respuesta al estrés del RE y los procesos 

biológicos celulares fundamentales, como la autofagia y la difonia entre el RE y otros organelos. 

Las células cancerosas invasivas requieren autofagia mediada por la UPR para resistir anoikis, una 

forma de muerte celular provocada por el desprendimiento de la matriz extracelular (MEC), 

también limita la acumulación dañina de ROS 108,109. 

 
El alcance de la respuesta UPR depende de las condiciones de estrés y la gravedad de los factores 

desfavorables, la respuesta de la UPR se divide en dos tipos: para proteger a las células del daño, 

generando la supervivencia o inducir la apoptosis al no reparar el daño detectado110. El 

crecimiento y la supervivencia óptimos del cáncer se basan en vías de señalización de la UPR 

cuidadosamente equilibradas que interactúan con otros procesos celulares. Por lo tanto, 

actualmente se considera que la UPR desempeña un papel clave en la progresión tumoral, la  

metástasis, la tumorigénesis y la supervivencia 111,112. 

 
El mecanismo de la UPR estimula las células tumorales para que secreten metaloproteinasas que 

se unen a citocinas específicas, como los factores angiogénicos. Además de los factores 

intrínsecos, las propiedades altamente proliferativas de las células cancerosas pueden activar la  

respuesta UPR al interrumpir el plegamiento de las proteínas ER, lo que permite que las células 

cancerosas continúen creciendo en ambientes con deficiencia de nutrientes113. Para aumentar la 

capacidad de plegamiento de proteínas, la UPR expande el tamaño del RE a través de una mayor 

biogénesis de los componentes como proteína y lípidos, y regula al alza la transcrición de 
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chaperonas del RE como lo es GRP78114,115. Recientemente se ha identificado una vía en 

respuesta al estrés de RE en mamíferos: CREB387. 

 
1.7 CREB3   
   
CREB3 (CAMP Responsive Element Binding Protein 3) es un gen que codifica para un factor de 

transcripción que presenta un tamaño de 371 aminoácidos y una masa molecular de 41,379 Da, 

es un miembro de la familia de proteínas de unión a DNA de tipo cremallera de leucina (leucine 

zipper) que pertenecen a la familia bZIP, estas proteínas se localizan en el RE. CREB3 también es 

llamado LZIP o “luman” (en honor a un héroe legendario en la antigua China)116. CREB3 contiene 

dos motivos de unión al receptor nuclear (NR) LxxLL y presenta los siguientes dominios 

funcionales: el dominio de transactivación (TAD) que media la unión a DNA específica de 

secuencia, un dominio conservado de aproximadamente 30 residuos llamados ATB (Adyacente a 

bZIP), una región básica (b) junto al dominio de cremallera de leucina (Zip) llamados en conjunto 

bZIP, dominio de unión a DNA y un dominio transmembrana (TMD). Las proteínas CREB3 pueden 

actuar como homodímeros y/o heterodímeros a través de su dominio de cremallera de leucina 

en espiral, la dimerización selectiva es un determinante de la diversidad y especificidad de sus 

funciones117,118,74. Es clasificada como una proteína de membrana tipo II, que es sometida a una 

proteólisis intramembrana regulada (RIP) en respuesta a señales celulares. Estas proteínas se 

unen al elemento de respuesta de cAMP (CRE) (consenso: ´5-GTGACGT [AG][AG]-3´ y secuencias 

C/EBP presentes en muchos promotores para activar la transcripción de los genes. A su vez 

también se une a los sitios de secuecias de consenso del elemento de respuesta a proteínas 

desplegadas (UPRE) 5`-CCAC[GA]-3´de ERSE II (5`-ATTGG-N-CCACG-3`), y regula la expresión de 

una gran variedad de genes, que juegan un papel en la supresión tumoral y la degradación 

proteica asociada al ERE. CREB3 está anclado al RE por un dominio transmembrana hidrofóbico, 

lo que sugiere que su extremo carboxilo rico en prolina permanezca en la luz del RE119,120, 121, 122 

(figura 12). El dominio amino terminal resulta importante para la percepción del estrés, el cual 

se mantiene en un estado inactivo por interacción con la chaperona GRP78123,124. 
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Después de un determinado estímulo, CREB3 es transportada del RE al aparato de Golgi donde 

es escindido proteolíticamente por la proteasa del sitio 1 (S1P) unida a la membrana de la familia 

de las subtilisinas, que genera un extremo N asociado a la membrana y se forma un extremo C 

luminal (figura 13). La forma N-terminal asociada a la membrana es procesada proteolíticamente 

por la proteasa del sitio 2 (S2P) una metaloproteasa de zinc incrustada en la membrana para 

liberar el fragmento N-terminal, a través de una proteólisis intramembrana regulada por RIP, 

liberando la forma 3 de la proteína de 

unión a elementos sensible al AMP cíclico 

procesada transcripcionalmente 

activa116. El fragmento N-terminal 

liberado se traslada al núcleo donde se 

une a través de su dominio bZip. Una 

gran variedad de estudios y modelos 

sugieren que CREB3 posee una actividad 

fisiológica, ya que tiene funciones en la 

regulación del desarrollo, metabolismo, 

inmunidad innata y secreción (figura 14) 

125,126,127,128,129. 
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CREB3 activa la transcripción dependiente de CRE y regula la proliferación celular. Además se ha 

reportado que proteínas del tráfico RE-Golgi son reguladas por CREB3 y están asociadas con un 

fenotipo invasivo en un modelo de progresión metastásica en ratones130. Esta evidencia señala 

la relevancia de la regulación de los componentes de la vía secretora, como el complejo de Golgi, 

por parte de la familia CREB3 en el entorno del proceso del cáncer. 

 

Se ha descrito a CREB3 como centro de señalización para la regulación de la homeostasis del RE 

y el aparato de Golgi, integrando estímulos de múltiples fuentes para controlar la secreción, 

modificación y el tráfico post-traduccional de proteínas, según los perfiles de expresión 

específicos de tejidos, desempeñan el desarrollo, supervivencia, diferencian, autorregulación de 

orgánulos y secreción de proteínas y la proliferación celular116. También participa en la 

proliferación, migración y diferenciación celular, supresión de tumores y expresión de genes 

inflamatorios. Actúa como un regulador positivo de la señalización de quimiotaxis inducida por 
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LKN-1/CCL15131. Induce la activación transcripcional de los receptores de quimiocinas y la 

migración celular132. Se ha informado que en células de sarcoma osteogénico humano (HOS), 

CREB3 se une al receptor de quimiocinas CC1 (CCR1) y participa en la migración celular inducida 

por leucotactina-1 al mejorar la vía de activación de NF-kB, a su vez la expresión de de CREB3 se 

ha relacionado con el cáncer de mama, se une específicamente a la histona desacetilasa 3 

(HDAC3). 

 
Por otro lado, ARF4, COPB1 y USO1 proteínas de tráfico de ER-Golgi son reguladas por CREB3 y 

están asociadas con un fenotipo invasivo, por lo tanto además de estar involucrado en un 

contexto fisiológico presenta una respuesta importante en un entorno patológico como el 

cáncer133,134,130. 

 

CREB3 media interaciones proteína-proteína que pueden regular directamente la transcripción, 

CREB3 presenta un motivo lineal que le permite interactuar con HCF, a su vez HCF, recluta 

factores de cromatina como las histonas H3 metiltransferasas, la desmetilasa (LSD1), o bien 

acetiltranferasas (ATAC/STAGA,MOF). HCF es particularmente interesante ya que es un regulador 

transcripcional del ciclo celular135,136. 

 
CREB3 se une a receptores de glucocorticoides (GR) a través del motivo LxxLL y altera la actividad 

de GR a través de está interacción, además de unirse al elemento de respuesta a glucocorticoides 

(GRE), estos datos indican que CREB3 puede actuar como factor de transcripción y como cofactor 

que conduce a alteraciones en la actividad de receptores de glucocorticoides, debido a que en la 

respuesta al estrés celular y en ausencia o disminución de CREB3 las células son más sensibles al 

estrés celular, lo que conduce a una disminución de la capacidad secretora que lleva a una 

liberación alterada de glucocorticoides, así CREB3 juega un papel doble en la respuesta al estrés 

actuando tanto a nivel fisiológico como a nivel celular74. 

 
Durante infecciones virales se ha descrito la participación de CREB3 y su papel como factor de 

transcripción y cofactor, puesto que se ha identificado que la proteína core del virus de hepatitis 
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C (VHC) secuestra en el citoplasma a CREB3, inactivando su función y potenciando la 

transformación celular. Además, las actividades transcripcionales atribuidas a la proteína core del 

VHC podrían explicarse a través de su interacción con CREB3117. Hasta la fecha no se sabe porque 

los virus han evolucionado para depender de factores celulares en el inicio de sus ciclos de 

replicación. 

 
Por otra parte, se ha explorado sobre el papel de CREB3 y el Virus del herpes simple tipo 1 virus 

(HSV-1), CREB3 reprime la transactivación mediada por VP16 al retener el factor 1 de la célula 

huésped (HCF-1) en la membrana del RE a través de la interacción directa HCF-CREB3. HSV-1 usa 

está vía: CREB3, para el establecimiento de la latencia119. 

 
CREB3 también interactúa con TMgp41 CD disminuyendo la estabilidad de CREB3. Curiosamente 

la sobreexpresión de la forma transcripcionalmente activa de CREB3 inhibe la expresión de la 

proteína VIH-1, conduciendo a la disminución en la liberación de viriones, estás interacciones se 

evaluaron mediante el uso de las técnicas de GST-pullDown, co-inmunoprecipitación y ensayo de 

doble híbrido137. La adaptación de las células al estrés del ERE de manera crónica, en un contexto 

carcinogénico posterior a infecciones virales como el VPH, plantea la posibilidad de que las células 

puedan adaptarse al estrés persistente por la forma en que se controla la expresión de las 

moléculas efectoras corriente abajo de la UPR (CREB3) durante la exposición continua al estrés 

tolerable106. 

 
1.7.1 CREB3 y blancos moleculares 

 
La proteína de RE inducible por homocisteína (HERP), que tiene un peso molecular estimado de 

43 kDa, pero que migra como una proteína de 54 kDa durante la electroforesis en gel de 

poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), es una proteína integrada en la membrana del ER que actúa como 

componente de ERAD es un objetivo directo corriente abajo de CREB3121. En particular, el 

promotor de HERP contiene un sitio ERSE y ERSE-II (ATTGG-N-CCACG) que media la inducción de 

HERP tras el estrés de RE. CREB3 induce directamente la transcripción de HERP a través de ERSE- 

II121. La deficiencia de HERP acelera la apoptosis inducida por el ERE y suprime las reacciones 
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inflamatorias inducidas por el estrés del RE. La regulación negativa de la expresión de CREB3 o 

HERP en células IMR5138. El estrés crónico del RE, en el que no se puede restaurar la homeostasis 

del RE, induce la apoptosis a través de efectores que incluyen CCAAT/CHOP. Este gen codifica a 

un miembro de la familia de factores de transcripción CCAAT/ proteína de unión potenciadora 

(C/EBP), también conocido como gen 153 de detención del crecimiento y daño del DNA 

(Gadd153), es inducido por una variedad de tensiones fisiológicas y farmacológicas, incluidas las 

condiciones que alteran el plegamiento de proteínas en el RE. Forma homodímeros y 

heterodímeros transcripcionalmente activos con factores de transcripción. 

 

La proteína funciona como un inhibidor negativo dominante formando heterodímeros con otros 

miembros de C/EBP, alterando su especificidad de unión al DNA, y activando nuevos objetivos 

específicos del heterodímero139. CHOP es un factor de transcripción multifuncional en la 

respuesta al estrés del retículo endoplásmico, desempeña un papel esencial en la respuesta a una 

amplia variedad de estímulos de estrés celular e induce la detección del ciclo celular en la fase 

G1/S. El promotor de CHOP contiene dos ERSE (ERSE-1 y ERSE-2), que responde a los agentes que 

activan la vía UPR de los mamíferos140,141. 
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2. ANTECEDENTES. 

Al día de hoy, la función del ERE y la UPR en el proceso carcinogénico asociado a la infección con 

VPH-AR ha sido poco explorada. La expresión de las proteínas E6 y E7 son clave en el 

establecimiento de la carcinogénesis viral, dichas oncoproteínas interactúan con una plétora de 

proteínas celulares, por lo que resultan relevantes los resultados que recientemente se 

reportaron142. Las células que sobreexpresan secuencias de antígenos de las oncoproteínas E6 y 

E7 se dirigen al RE produciendo ERE51. El mismo grupo de investigación demostró que el antígeno 

E7 de longitud completa, posterior a la transfección, es localizado en el RE e induce ERE52. 

Mediante ensayos de Western blot reportaron la sobreexpresión de GRP78 en células que fueron 

transfectadas con E7. Por otra parte, encontraron que la regulación positiva de GRP78 resulta 

solo en células transfectadas con E7, concluyendo que la inducción de una respuesta de ERE es 

limitada y localizada en lugar de sistémica. Mencionan que las construcciones de DNA que ellos 

utilizan podrían estar relacionadas con un estrés del RE transitorio. 

 
Se han propuesto varios estímulos de la respuesta de proteínas desplegadas (CREB3), incluido la 

infección viral121. A su vez se ha propuesto que CREB3 es un factor novedoso que juega un papel 

en ERAD (Degradación de proteínas asociadas al RE) siendo un punto de convergencia para varias 

vías de señalización que se canalizan a través del RE. Así mismo, la vía CREB3, que conduce a la 

respuesta de ERE, induce la apoptosis a través de la activación transcripcional de ARF4 después 

del tratamiento con Brefeldin A. También se ha reportado que CREB3 regula numerosos genes 

involucrados en regular la proliferación y en la progresión del ciclo celular, así como en la 

capacidad de promover la metástasis, como lo reporta130 donde identificaron a CREB3 como un 

regulador transcripcional de los genes de tráfico ER-Golgi: ARF4, COPB1 y USO1. Ellos demuestran 

que a mayor demanda de la capacidad secretora de las células metastásicas, se activa una 

respuesta de ERE y una regulación positiva de los genes ER-Golgi a través de mediadores que 

incluyen CREB3. 

 

Eunsoo identificaron que el factor de transcripción CREB3 desempeña un papel en la expresión 

de c-Jun y en la la migración e invasión de células de cáncer uterino a través de la regulación de 
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la transcripción de MMP-9. Se sabe que el factor de transcripción CREB3 está involucrado en la 

migración e invasión de células cancerosas, sin embargo sus funciones biológicas en el desarrollo 

del cáncer y los genes diana celulares aún se siguen comprendiendo143. 

 
Los datos indicados anteriormente parecen reunir una serie de eventos que se estarían alterando 

dentro de la célula posterior a la infección por VPH. La Figura 15 propone que tras la infección 

por el Virus del Papiloma humano de AR se genera una posible infección persistente y 

subsecuente integración del genoma viral al genoma celular, las oncoproteínas E6 y E7 se estarían 

sobreexpresando de manera prolongada y crónica, como resultado estas oncoproteínas son 

reconocidas como una señal de ERE para encender los mecanismos de la UPR, que talvez 

involucren la vía CREB3, y así promover su activación proteolítica y traslocación al núcleo para 

poder llevar a cabo su función como factor de transcripción. Por otra parte, la oncoproteína E6 

podría ser capaz de interactuar con CREB3 mediante el reconocimiento de los dos motivos LxxLL 

que presenta CREB3. Para el caso de E7, la posible regulación podría ser de manera 

transcripcional. Al recabar los antecedentes antes mencionados, y situarlos bajo un contexto de 

infección/integración viral, podemos sugerir que las oncoproteínas E6 y E7 podrían modular el 

ERE mediante la vía CREB3, activando posiblemente distintos genes corriente abajo que son 

dianas moleculares de CREB3, asociados con procesos como proliferación, supervivencia, 

autofagia, metástasis, entre otros. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
 

La prevalencia de cáncer asociado al VPH continúa siendo un problema de salud pública, 

especialmente en países en vías de desarrollo como México. El mecanismo oncogénico inducido 

por este virus involucra la desregulación de diversos procesos celulares donde E6 y E7 afectan 

distintas vías reguladoras celulares y como resultado perturban la homeostasis celular. Sin 

embargo, pocos estudios se han enfocado en demostrar la regulación del ERE en la 

carcinogénesisinducida por este virus a través de la activación de CREB3. 
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4. JUSTIFICACIÓN. 
 

El ERE está asociado a la carcinogénesis sin embargo, aún se desconoce si el VPH, a través de la  

regulación de elementos de ERE impacta en dicho proceso. 

 

El factor de transcripción CREB3 está involucrado en la respuesta al ERE, cuya activación 

sostenida juega un papel crucial en la oncogénesis. Por lo que la comprensión de la regulación de 

CREB3, sus activadores y sus efectos en presencia de las oncoproteínas E6 y E7 del VPH podría 

brindar información sobre el papel del ERE en el cáncer inducido por este virus y en un futuro 

proporcionar nuevas opciones para la intervención terapéutica. 
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 

 
¿Son las oncoproteínas E6 y E7 del Virus del Papiloma Humano tipo 16 capaces de inducir estrés 

del retículo endoplásmico (ERE) y activar a CREB3? ¿Cuál es su aporte al proceso carcinogénico? 

 
 

6. HIPÓTESIS. 
 

Las oncoproteínas E6 y E7 del Virus del Papiloma Humano tipo 16 modulan el estrés del retículo 

endoplásmico (ERE) a través del factor transcripcional CREB3. 

 
 
 

7. OBJETIVO GENERAL. 

Determinar el efecto de las oncoproteínas del VPH16 sobre el estrés del retículo endoplásmico 

(ERE) y la activación del factor CREB3. 

 

7.1 Objetivos particulares 
 

1. Determinar el efecto de E6 y E7 del VPH16 sobre el estrés del del retículo endoplásmico 

(ERE) a través de los niveles del marcador de ERE: GRP78. 

2. Determinar los niveles y localización subcelular de CREB3 en presencia de las 

oncoproteínas E6 y E7 del VPH16. 

3. Evaluar la activación de CREB3 por las oncoproteínas del VPH16 mediante los niveles de 

HERP y CHOP (genes blanco de CREB3). 

4. Determinar la capacidad de las oncoproteínas virales de interactuar con el factor CREB3 

in vitro. 
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8. METODOLOGÍA     

8.1 Diseño experimental   
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8.2 Maxipreparación: Aislamiento y purificación de DNA plásmidico 

Los plásmidos para expresar a la proteína del E6 o E7 de VPH16 fueron obtenidos del banco del 

laboratorio y extraídos con el kit Maxi prep PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit® 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) basado en una lisis alcalina modificada, siguiendo las 

instrucciones del proveedor, brevemente: una colonia de las placas de selección positiva de 

transformación fue resembrada por estría aislada en placas con agar LB con ampicilina y se incubó 

toda la noche a 37°C. De este cultivo una colonia aislada se seleccionó e inoculó en 20 mL de LB 

con ampicilina en agitación constante toda la noche. El cultivo inicial se agregó a 300 mL de LB 

estéril con ampicilina incubándolo a 37°C en agitación constante durante 3 hrs. Las bacterias 

fueron centrifugadas a 6,000 g por 10 min a 4°C, el botón celular se resuspendió en 10mL del 

amortiguador de resuspensión R3 con RNAsa A, posteriormente se añadieron 10 mL del 

amortiguador de lisis L7, mezclando cuidadosamente por inversión y se incubó durante 5 min a 

temperatura ambiente. Al finalizar la incubación se añadieron 10 mL de amortiguador de 

precipitación (N3) mezclando por inversión. El lisado celular resultante se centrifugó a 12,500 g 

por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se vertió en una columna equilibrada con 

amortiguador EQ1, permitiendo que la solución se drenara por gravedad. Se añadieron 60 mL de 

amortiguador de lavado W8 a la columna, cuando todo el fluido se descartó, se añadieron a la 

columna 15 mL del amortiguador de elusión E4, permitiendo un flujo por gravedad en un tubo 

estéril. La solución eluida contiene el DNA purificado que fue precipitado con 10.5 mL de 

isopropanol, posteriormente se centrifugó el tubo a 12500 g durante 5 min a 4°C descartando el 

sobrenadante. El DNA se lavó una vez con 5 mL de etanol al 70%, descartando el sobrenadante. 

El botón de DNA purificado se resuspendió en amortiguador TE. Se determinó la concentración 

e índice de pureza y se almacenó hasta su uso a -20°C. 
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8.3 Lineas celulares 

Se emplearon dos líneas celulares: 
 
 

 La línea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT, negativa a secuencias de VPH. 

 
 

 La línea celular CaSki derivada de cáncer cervicouterino, positiva para la presencia de secuencias 

virales del VPH 16, tiene aproximadamente 600 copias integradas. 

 
 

8.4 Cultivo celular 

La línea celular HaCaT fue mantenida en medio Eagle de Dulbecco modificado (DMEM) 

enriquecido con suero bovino fetal (SFB) al 10% (Anexo 1.4) a 37°C en ambiente húmedo con CO2 

al 5%. La línea celular CaSki se mantuvo en medio RPMI (Gibco) suplementado al 10% con SFB en 

ambiente húmedo y CO2 al 5%. Cuando los cultivos alcanzaron un 85% de confluencia se realizaron 

pases celulares de la siguiente manera: se aspiró el sobrenadante del cultivo y se lavó con PBS 

para después descartar esta solución de lavado. Se agregó una cantidad adecuada de tripsina al 

0.5% (GIBCO®, 59418C), dejándola actuar durante 5 min hasta lograr el desprendimiento de las 

células. Luego se adicionó medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal para neutralizar 

la acción de la tripsina. La suspensión celular se centrifugó a 1,500 rpm durante 5 min a 

temperatura ambiente, para posteriormente eliminar el sobrenadante (solución de tripsina). Las 

células se resuspendieron cuidadosamente en medio fresco y se emplearon para los ensayos o 

bien se continuaron cultivando en medio. 

 

8.5 Plásmidos   

Se usaron dos plásmidos, pcDNA-HPV16E6 y pcDNA-HPV16E7 que expresan a la proteína E6 y 

proteína E7 del VPH16 bajo el control del promotor CMV y poseen el tag HA en su extremo amino 

terminal. El plásmido pCA se usó como plásmido control al carecer de secuencias codificantes. 
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8.6 Transfección   

Para realizar la transfección del material genético a las células en cultivo, se empleó el método 

químico de dendrímeros activados en condiciones estériles utilizando el reactivo Polyfectamine 

(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

 

Para evaluar la expresión de proteínas, se sembraron 380,000 células HaCaT en placas de 60mm, 

se incubaron durante 24 horas para permitir adherencia y una confluencia del 70-80% 

aproximadamente. Se aspiró el medio y se añadieron 2mL de medio de cultivo nuevo, tras lo cual 

se transfectaron los plásmidos correspondientes: 2500 ng de cada uno de los plásmidos (pCA 

como control de transfección, pcD-VPH16E6 y pcD-VHP16E7), se incubaron durante 5 min con 

medio DEMEM -/- y posteriormente se les agregaron 8l del reactivo Polyfectamine (Quiagen), 

se incubó por 25 min a temperatura ambiente y se agregaron 600 l de medio DEMEM +/-. La 

mezcla final se agregó a las células. Después de 24 h el medio de cultivo fue retirado. Esta técnica 

se utilizó inicialmente para transfectar la línea celular HaCaT, de la cual se obtuvieron extractos 

proteicos que fueron utilizados para ensayos de Western blot (WB) en la evaluación de la 

expresión de E6 y E7. 

   

8.7 Silenciamiento   

Las células CaSki fueron transfectadas mediante la técnica de lipofección utilizando polifectamine 

2000 siguiendo las instrucciones del fabricante, con los RNA de interferencia (siRNAs) para 

luciferasa o bien el siRNA dirigido al mensajero bicistrónico E6/E7. Las células fueron incubadas 

durante 72 hrs, término al cual se obtuvo un lisado celular empleando buffer laemli, para el 

análisis de las proteínas mediante inmunoblot utilizando los anticuerpos: Anti- CHOP (1:500) 

(Santa Cruz), Anti-CREB3 (1:1000) (Abcam), Anti-GRP78 (1:1000) (Santa Cruz), Anti- HERP (1:500) 

(Santa Cruz), Anti- p53 (1:500) (Santa cruz), Anti-α-actinina (1:1000)(Santa Cruz), este último 

usado como control de carga, o bien, las células fueron fijadas y procesadas para el análisis de 

inmunofluorescencia. 

 

El siRNA contra E6/E7 fue el siguiente: UUA AAU GAC AGC UCA GAG G 
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8.8 Ensayos de PullDown   

8.8.1 Purificación de proteínas de fusión: La producción de proteínas de fusión GST-VPH16E6, 

GST-VPH16E7 y GST fue inducida en bacterias E. coli DH5 α que contienen los plásmidos 

codificantes para las mismas. Se empleó isopropil-β-D-2-tiogalactopiranósido (IPTG) (1mM) como 

agente inductor. Posteriormente las bacterias fueron centrifugadas y lisadas empleando PBS/1% 

tritón. La fracción soluble, que contiene las proteínas de fusión, se obtuvo mediante 

centrifugación y fue incubada con perlas de glutatión sefarosa (Sigma Aldrich) durante 4 h. 

 
Las perlas fueron lavadas tres veces con PBS/1% tritón y analizadas mediante corrimiento 

electroforético y tinción con azul de Comassie y así comprobar la presencia y pureza de la 

proteínas. 

 

8.8.2 Ensayo de interacción in Vitro: 

Se obtuvo un lisado de proteínas solubles de la linea celular HaCaT que contiene a las proteínas 

de interés. Cantidades iguales de estos lisados fueron incubados con las proteínas GST- VPH16E6, 

GST-VPH16E7 y GST, 10 % del lisado se utilizó para el input. Como control de interacción se evaluó 

la proteína hDlg (SAP97) la cual contiene un diminio PDZ que es reconocido por las proteínas E6 

de los VPH de alto riesgo, así como pRb que es reconocida por la oncoproteína E7. Las muestras 

se analizaron mediante inmunoblot, utilizando los anticuerpos: Anti-CREB3 (1:1000), Anti-pRb 

(1:500) (Santa Cruz), Anti-SAP97 (1:1000) (Santa Cruz) 

 

8.9 Western blot   

Detección de los niveles de las proteínas E6, E7, CREB3 y sus blancos moleculares 

Se realizaron ensayos de western blot utilizando proteínas totales de las células HaCaT 24 hrs 

postransfección y Células CaSki 72 hrs después de su silenciamiento. 

 

8.9.1  Extracción de proteínas: 

De la línea celular HaCaT o CaSki transfectadas se obtuvieron extractos proteícos totales, según 

las horas mencionadas anteriormente, se retiró el medio de cultivo y se procedió a lavar con 2 
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mL de PBS estéril. Posteriormente, las cajas con los cultivos se colocaron sobre hielo y se añadió 

directamente a las células 150 μL de buffer de carga, que contiene Tris, SDS y -Mercaptoetanol, 

se raspó de 10-15 veces, se lisó, pasando el raspado de 10-15 veces por una pipeta de 1000µL , 

se hirvió el lisado resultante y se conservó a -80 °C. 

 

8.9.2  Electroforesis de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE): 

Se realizó una electroforesis en medio desnaturalizante con el fin de separar de acuerdo al peso 

molecular las proteínas presentes en las muestras. A cada muestra se le adicionó el volumen 

necesario de amortiguador de carga con una relación 1:1 (v:v). Se cargaron 20µL de proteína de 

cada muestra en geles poliacrilamida al 12% siguiendo el método de Laemmli, 1970. La 

electroforesis se llevó a cabo en un amortiguador de corrida 1x inicialmente a 80 V durante 30 

minutos para permitir que las muestras se alinearan y posteriormente a 100 V hasta que el frente 

de migración salió del gel. 

 

8.9.3  Transferencia: 

Una vez que la electróforesis se completó, se realizó la transferencia de las proteínas a una 

membrana de fluoruro de nitrocelulosa con poros de 0.2µm (Bio-Rad®), en una camara X -Cell 

(Invitrogen) a 120V durante 1 h 20 min. Para verificar la correcta transferencia de las proteínas, 

la membrana se tiño con una solución Rojo de Ponceau, el cual se une al extremo amino de las 

proteínas. Posteriormente, se lavó la membrana con TBS-T 1X hasta eliminar el colorante. 

 
8.9.4  Bloqueo e incubación con el anticuerpo primario y secundario de interés: 

La membrana se bloqueó durante 1 h a 37°C con leche al 10% en solución con TBS-T. Al terminar 

el bloqueo se realizaron 3 lavados con TBS-T 1X de 10 min cada uno en agitación. La membrana 

fue incubada con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4°C, seguido 

de tres lavados con TBS-T 1X en agitación durante 10min, la membrana fue incubada con el 

anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) durante 1 h 30min a TA, 

posteriormente se lavó durante 10min tres veces con TBS-T. Los anticuerpos secundarios fueron 
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anti-conejo, anti-ratón (1:10,000) y anti-rata (1:20,000) acoplados a peroxidasa de rábano (HRP), 

los cuales se diluyeron en TBS-T 1X. 

 

8.9.5  Revelado de las proteínas: 

La detección se llevó a cabo mediante quimioluminiscencia de alta sensibilidad, dónde el 

peróxido de luminol y un activador son sustratos de la peroxidasa acoplada al anticuerpo 

secundario, las cuales al reaccionar, produce luminiscencia, permitiendo la detección mediante 

placas radiográficas, usando el reactivo Chemo Luminiscent (Bio-Rad) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. 

 

8.10 Inmunofluorescencia indirecta   

 
Las células CaSki silenciadas o bien las células HaCaT transfectadas fueron cultivadas sobre 

cubreobjetos esterilizados. Transcurrido el tiempo de la transfección, las células fueron lavadas 

con PBS y fijadas con una solución al 2% de paraformaldehído (PFA) en PBS durante 10 min a 

temperatura ambiente. 

 

Después de 3 lavados con PBS, las células fueron permeabilizadas con una solución de tritón al  

0.1% en PBS durante 10 min a temperatura ambiente, tras lo cual se lavaron nuevamente tres 

veces con PBS. Las células fueron incubadas empleando los anticuerpos primarios Anti-CREB3 

(1:200)(Abcam), Anti-CHOP (1:100)(Santa Cruz), Anti-HERP(1:100)(Santa Cruz), Anti-p53 (1:50), 

Anti-GRP78 (1:100) (Santa Cruz), en una cámara húmeda durante toda la noche a 4°C. Después 

de pasar toda la noche, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el respectivo 

anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo Alexa 488 (verde) o Alexa 555 (rojo), en una 

dilución 1:700 en PBS, en cámara húmeda por 30 min a 37°C cubierta de la luz. Transcurrido el  

tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS. Finalmente, para el montaje de las 

inmunofluorescencias, se retiró el exceso de agua de los cubreobjetos, se montaron sobre 

portaobjetos con una gota de medio de montaje con DAPI (4′,6-diamidino-2-fenilindol, ProLong 

® Diamond Antifade Mountant with DAPI, Molecular Probes, P36962). Se guardaron a 4°C 

cubiertas de la luz hasta su análisis utilizando el microscopio de epifluorescencia EVOS FL (Thermo 
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Fisher Scientific). Las microfotografías fueron capturadas utilizando un objetivo 40X y analizadas 

mediante el software ImageJ (NIH). 

 

8.11 Análisis estadístico   

Para la comparación de resultados se realizaron análisis estadísticos aplicando la prueba t- 

student para determinar la significancia estadística de las condiciones probadas comparando con 

el control. Se realizaron 3 ensayos independientes, los datos se expresan como la media ± la 

desviación estándar (𝑥 ± 𝐷𝐸). 
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9. RESULTADOS   

9.1 E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles de ERE a través del marcador GRP78 

Para el establecimiento del modelo de estudio, inicialmente se recuperaron los plásmidos de 

expresión de las proteínas de interés, luego de transformar bacterias E. coli DH5α para obtener 

los plásmidos purificados y ser transfectados. Se estableció el modelo de estudio mediante la  

expresión de las proteínas E6 del VPH 16 (E6-16 en adelante) y E7 del VPH 16 (E716 en adelante) 

en la línea celular HaCaT. Para comprobar la expresión de los plásmidos transfectados se realizó 

un ensayo de inmuno blot. En este trabajo se emplearon proteínas recombinantes de E6 y E7 que 

en su extremo amino terminal tienen fusionada la etiqueta HA que permitió detectarlas mediante 

un anticuerpo anti-HA comercial, esto debido a la falta de anticuerpos eficientes que puedan 

reconocer a E6 y E7 del VPH16. En la figura 17, se observa una banda de aproximadamente 17 

kDa, correspondiente a E6 y E7 del VPH16 que indica la eficiente transfección de las células. 

 
 
 
 

 
Figura 17. Expresión de los 

plásmidos E6 y E7 del VPH16. 

 

Se observa la banda de E616 y E716 

alrededor de los 17kDa detectadas 

mediante HA. La señal de HA se 

encuentra ausente en las células que 

fueron transfectadas con el vector vacío 

(primer carril). Se observa una banda a 

100 kDa que corresponde a la α-

actinina usada como control de carga. 

 

 
Una vez comprobada la transfección se procedió a evaluar si las proteínas virales son capaces de 

inducir ERE, midiendo los niveles de GRP78, un marcador que se activa cuando hay ERE. Se 

encontró que las células que expresan las proteínas E6 y E7 del VPH16 aumentaron los niveles de 

ERE en comparación con el vector vacío (figura 18). De acuerdo con publicaciones recientes, las 
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oncoproteínas E6 y E7 del VPH 16 llegan al retículo endoplásmico, se acumulan y por ende son 

capaces de inducir estrés del retículo endoplásmico, está inducción de ERE parece ser limitada y 

localizada. Los datos aquí obtenidos coinciden con aquellos publicados por Martínez-Puente en 

el 2020, quienes reportaron que epítopes de E6 y E7 llegan al RE se acumulan e inducen ERE. 

Siguiendo estos resultados, representamos la vía CREB3 que tras el estrés de ERE comenzaría su 

activación. 

 

 

9.2 E6 del VPH16 induce la activación de CREB3.   

Una vez identificado que E6 y E7 son capaces de promover ERE, evaluamos el efecto de las 

oncoproteínas sobre CREB3, encontrando que en presencia de E6 VPH16 los niveles de la proteína 

CREB3 completa disminuyen, pero existe un incremento en la forma activa de 35kDa reportada 

en la literatura como factor de transcripción (figura 19). A pesar de que pareciera que 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles del marcador de ERE GRP78. 

 

A) Oncoproteínas E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles de ERE a través del marcador 

GRP78. Inmunoblot representativo y B) densitometría donde se muestran los niveles de ERE 

(78KDa) en células HaCaT transfectadas de manera transitoria, como control de carga se 

empleo la proteína α -actinina (100KDa). Los datos se expresan como 𝑥 ± 𝐷𝐸. Prueba t- 

student ** p <0.005. n=3. 
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E7 de VPH16 no es capaz de promover la activación de CREB3, se observa una ligera banda en la 

forma activa cuando se sobre-expone la señal del inmunoblot. Esto indica que tal vez exista una 

activación de CREB3 por parte de E7 pero a un menor nivel que el realizado por E6.   

   
   

Figura 19. Oncoproteína E6 del VPH16 activa a la proteína CREB3 en células HaCaT. 

 
Inmunoblot y i), densitometría de los niveles de CREB3 en presencia de las oncoproteínas, ii) 

densitometría de los niveles de la activación de CREB3 por E6VPH16. Como control de carga 

se utilizó a-actinina (100KDa). Los datos se expresan como 𝑥 ± 𝐷𝐸. Prueba t-student * p 

<0.05 ** p <0.005. n=3. 
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9.3 CREB3 presenta una localización nuclear en presencia de E6 de VPH16.   
   
Si bien los niveles de la forma activa de CREB3 se ven incrementados en presencia de E6, nos  

propusimos evaluar si estos logran ser traslocados al núcleo, lo cual permitiría evaluar de manera 

indirecta su función como factor transcripcional. Mediante ensayos de inmunofluorescencia 

indirecta se evaluó el efecto de las oncoproteínas sobre la localización subcelular de CREB3. 

Primeramente se encontró que tanto E6 como E7 de VPH16 exhiben una localización 

mayoritariamente nuclear (señal verde). En el caso de CREB3 (señal roja), se encontró que existe 

una acumulación nuclear en presencia de E6 de VPH16, mientras que en presencia de E7, se 

observa señal perinuclear, lo cual podría indicar que se acumula en el RE (figura 20), dicho efecto 

se aprecia en la ampliación de la figura 20B. 

 

A) 
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B) Ampliación de la señal para el canal de CREB3 (Alexa 555) 

 
 

Figura 20. Localización de CREB3 en presencia de E6 y E7 del VPH16 en células HaCaT. 
 

A) Imágenes representativas de microscopía de epifluorescencia, en la línea celular HaCaT 
transfectada con los plásmidos que expresan E6HA y E7HA del VPH16 B) Ampliación del tercer 
campo para CREB3 555 donde se señala la localización nuclear en presencia de E6 en 
comparación con el plásmido vacío pCA. 

 

   
9.4 Las proteínas blanco de CREB3 (HERP y CHOP) aumentan en presencia de las oncoproteínas E6 
y E7 de VPH16.    
   
Teniendo como base el incremento de CREB3 tanto por E6 como por E7, proseguimos a evaluar 

los niveles de las proteínas HERP y CHOP las cuales están descritas como blancos directo e 

indirecto de CREB3, respectivamente. Los niveles de estas proteínas fueron evaluados mediante 

western blot, encontrando que las oncoproteínas E6 y E7 aumentan significativamente los niveles 

de HERP y CHOP (figura 21) 

 
Adicionalmente se procedió a evaluar la localización subcelular de CHOP para corroborar su 

activación, debido a que es un factor de transcripción. Mediante inmunofluorescencia indirecta, 

encontramos que CHOP presenta mayores niveles y una localización tanto nuclear como en el 

citoplasma en presencia de E6 VPH16 (figura 22) indicando que CHOP no solo incrementa sus 

niveles, sino que podría estar activa al encontrarse en núcleo (figura 22B). 
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FIGURA 21. E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles de HERP y CHOP. 

 

A) Inmunoblot representativo de HERP i) densitometría donde se muestran los niveles de HERP 

(54KDa) B) Inmunoblot representativo y ii) densitometría donde se muestran los niveles de CHOP 

(40KDa) en células HaCaT transfectadas de manera transitoria, como control de carga se empleo la 

proteína a-actinina (100KDa). Los datos se expresan como 𝑥 ± 𝐷𝐸. Prueba t-student * p <0.05 ** 

p <0.005 n=3. 
 

   

   
   
   



 

 

 
 
 

Ampliación de tercer canal: 16 E6 CHOP 555    

B) 
 

FIGURA 22. Localización nuclear de CHOP en 
presencia de E6. A) Imágenes representativas de 

microscopía de epifluorescencia, en la línea 
celular HaCaT transfectada con los plásmidos que 
expresan E6HA y E7HA del VPH16 B) Ampliación 
del tercer campo para CHOP 555 donde se señala 
la localización nuclear en presencia de E6 en 
comparación con el plásmido vacío pCA. 
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Vía CREB3 en función a los resultados obtenidos en la línea celular HaCaT 
transfectada con los plásmidos que expresan E6 y E7 VPH16HA.   
   

 
 

 
FIGURA 23. Vía de CREB3 posterior a la transfección de E6 y E7 del VPH16. 

 
La línea gris hace referencia al evento donde la proteína GRP78 estaría acumulándose en RE en 
nuestro modelo de transfección transitoria en las células HaCaT con los plásmidos que expresan 
VPH16E6HA y VPH16E7HA. La línea roja hace referencia al momento donde la proteína CREB3 
reconoce el ERE y es activada por VPH16E6HA según lo observado en los inmunoblot, por último, se 
representa con la línea color azul, el aumento de las proteínas HERP y CHOP que son blancos 
moleculares de CREB3. 
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9.5 Niveles de CREB3, HERP y CHOP incrementan en ausencia de E6/E7 en la línea celular CaSki 
(positiva a VPH16).   
   
Con el fin de validar el efecto observado en la línea celular HaCaT, se procedió a silenciar la  

expresión de los oncogenes E6/E7 en la línea celular CaSki que es positiva para VPH16. Se 

silenciaron mediante el uso de siRNAs, encontrando que en ausencia de E6/E7 hay una 

recuperación de p53 con lo que se comprueba la efectividad del silenciamiento. De manera 

interesante, el abatimiento de E6/E7 provoca una disminución del estrés del retículo 

endoplásmico, al verse reducidos los niveles de GRP78 (figura 24). Así mismo, se determinó que 

los niveles de CREB3 se incrementan cuando se abate la expresión de E6/E7, indicando que estas 

oncoproteínas poseen la capacidad de disminuir a CREB3 en este modelo. 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 24. Modelo de silenciamiento en la línea celular CaSki positiva para VPH16, dónde mediante inmuno blot e 
inmunofluosrescencia se evaluó los niveles y localización de GRP78, CREB3, HERP Y CHOP, utilizando a p53 como control 
de la técnica, los niveles de CREB3, HERP y CHOP fueron incrementados en ausencia de E6/E7 
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Por otra parte, los resultados obtenidos mediante western blot también fueron evaluados 

mediante inmunofluorescencia encontrando que GRP78 disminuye y aumenta los niveles de 

CREB3 al silenciar a E6/E7 (figura 25). 

 

A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ampliación de tercer canal de siE6/E7: CREB3 555 y MERGE.   

 
B) FIGURA 25. GRP78 disminuye al 

silenciar a E6/E7 y aumenta los 
niveles de CREB3 

 
A) Imágenes representativas de 

microscopía de epifluorescencia, 
en la línea celular CaSki silenciada 
con siRNA E6/E7 B) Ampliación del 
tercer campo para CREB3 555 y el 
MERGE donde se señala la 
localización en el retículo 
endoplásmico de CREB3. 
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Respecto a las proteínas blanco de CREB3 (HERP y CHOP), estas mostraron niveles aumentados 

cuando silenciamos a E6/E7. 

 

El siguiente esquema representa los dos modelos utilizados. a) Modelo de transfección transitora 

en la línea celular HaCaT. En este modelo se realizó la transfección con los plásmidos que 

expresan a las proteínas E6 y E7, dicha transfección no permite que las secuencias de los 

oncogenes se integren al DNA celular, por lo tanto podemos inferir que se generó ERE agudo. Por 

otra parte, al emplear b) un modelo de silenciamiento en la línea celular CaSki, un carcinoma 

epidermoide positivo para VPH, el ERE evaluado resulta de un estímulo crónico. Con base en los 

datos obtenidos, inferimos que el silenciamiento de E6/E7 reduce el ERE crónico, el cual podría 

estar jugando un papel diferente en la regulación de la actividad de CREB3, presentando 

diferentes niveles en los imnunoblot mostrados, ya que ambos contextos celulares son 

diferentes, y por consecuencia alteran de forma diferente los niveles de las proteínas blanco de 

CREB3. 

   

   

   

   

   

   

   

   

   
 
 
 
 
 

 
FIGURA 26. Esquema de los modelos celulares empleados. A) Modelo de transfección transitoria 
propuesta como un modelo que genera ERE agudo, al ser una transfección que no se integra al DNA 
celular. b) Modelo de silenciamiento en la línea celular CaSki postiva para VPH16 propuesto como ERE 

crónico al ser una línea celular derivada de un carcinoma epidermoide y presentar la regulación de 
oncogenes y regulación de vías celulares. 
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9.6 CREB3 interactúa con la oncoproteína E6 del VPH 16.  

Es bien sabido que varios de los efectos de producidos por las oncoproteínas del VPH se basan en 

la interacción con blancos celulares. Con la finalidad de evaluar la potencial interacción entre 

CREB3 y las oncoproteína E6 y E7 de VPH16 se realizaron ensayos de pull down. Como control de 

interacción se evaluó la proteína hDlg (SAP97) la cual contiene un dominio PDZ que es reconocido 

por las proteínas E6 de los VPH de alto riesgo y para la proteína E7 se utilizó como control de 

interacción a la proteína pRb (figura 27a). Se determinó que las proteínas E6 de VPH16AR, son 

capaces de interactuar con CREB3 (figura 27b). Se observó que esta interacción es específica para 

las protreínas E6 y no para la oncoproteína E7, probablemente debido a la capacidad 

deinteractuar con motivos LxxLL por parte de E6. 

 

FIGURA 27. E6 del VPH16 Interacciona con el factor 

CREB3 in vitro. 

 

Imágenes representativas de la técnica PullDown que se 

empleó para determinar la interacción entre las oncoproteínas 
E6 y E7 con CREB3 a) Controles de interacción: para E6 se 

utilizó hDlg y para la E7 el control fue pRB.b) La 

Oncoproteína E6VPH16 y CREB3 están interaccionado de 

manera in vitro en la línea celular HaCaT C) Modelo de 

interacción entre E6 del VPH16 y CREB3, el cuál podemos 

sugerir que sería posible mediante el reconocimiento de los 

motivos LxxLL que presenta CREB3 en su extremo N- 

terminal. 
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10. DISCUSIÓN 

 
Diversos estudios muestran que ante el estrés del RE, las células activan una serie de mecanismos 

adaptativos como la respuesta de proteínas desplegadas (UPR). Cuando las células sufren estrés 

del RE irreversibles, el mecanismo de UPR elimina las células dañadas por apoptosis, lo que indica 

la existencia de sensores que integran información sobre la duración y la intensidad de los 

estímulos de estrés. Esta información nos hace preguntarnos, ¿qué es lo que sucede cuando el 

estrés del retículo endoplásmico persiste y se vuelve crónico? Y ¿de qué manera las proteínas 

sensoras pueden regular la respuesta de RE para atenuar el estrés, y si, ¿las células pueden 

sobrevivir a estos estímulos que se están generando de forma constante (crónica)? Además, 

¿Qué ocurre si todo esto sucede en un contexto donde en primer instancia hay una infección por 

el Virus del Papiloma humano? y dicha infección es de los casos que logra persistir. 

 

En este escenario, la UPR integra un marco de señalización dinámica para mantener la 

homeostasis de los orgánulos en un entorno de una red dinámica y flexible de eventos de 

señalización que está respondiendo a un entorno pro-carcinogénico de la célula hasta llegar al 

cáncer debido a la infección persistente del VPH-AR. En dicho contexto, los tumores prosperan 

en condiciones adversas, como hipoxia, falta de nutrientes y estrés oxidativo, ajustando su 

capacidad de plegamiento de proteínas a través de las vías de respuesta al estrés del RE. 

 
Es importante hacer énfasis que el estrés del RE dicta el destino de la célula según el contexto y 

la intensidad de la señal que está recibiendo106. La activación de UPR en diferentes fases de la 

progresión del cáncer es mucho más compleja de lo previsto, a este respecto, diversos estudios 

muestran que la intensidad y la atenuación de la UPR determinan los niveles fisiológicos de estrés 

que las células experimentan, en las que la señalización de UPR puede perpetuarse por un tiempo 

indefinido. En particular, se ha mostrado que diversos virus activan la UPR tras la infección, uno 

de los más notables es VHC, que puede generar una infección latente o progresar a hepatitis 

crónica, cirrocis o carcinoma hepatocelular. Sin embargo, aún no se comprende bien cómo la 

infección viral persistente conduce a estos destinos alternativos, aunque el proceso se ve 
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afectado por el mecanismo de la UPR, un posible factor sería si el VHC y otros virus presentan 

mecanismos como secuestrar la UPR para provocar la supervivencia y la adaptación celular y así 

favorecer el desarrollo de carcinomas106,144. Evento que sería importante en el caso del cáncer 

provocado por VPH. 

 
Historia natural del cáncer y CREB3. 

De manera interesante, los virus desencadenantes de ERE suelen ser los que tienen efectos 

citopatogénicos o de virulencia. Los virus modulan de manera diferencial la UPR en diferentes 

etapas de la infección, por ejemplo DENV145, la infección por DENV temprana induce la 

fosforilación de EiF2a mediada por PERK pero después suprime esa vía. Se hace referencia a la 

infección viral, puesto que nuestro primer modelo que utilizamos el cual consiste en la 

tranfección transitoria de los plásmidos E6 y E7 de VPH16, estaría siendo análogo a este proceso 

de infección y ERE agudo, ambos escenarios se ilustran en la figura 28. Por lo tanto, suponemos 

que el VPH así como otros virus oncogénicos podrían desencadenar niveles altos de ERE, 

posterior a la tranfección en un modelo in vitro, a su vez, también se estaría generando niveles 

altos de ERE in situ, posterior a la infección. No lo sabemos, pero podemos inferirlo basándonos 

en nuestros resultados y la literatura aquí citada. Ya que se ha reportado que durante la etapa 

temprana de algunas infecciones virales, solo se induce la proteólisis de ciertas proteínas que 

están río abajo de las proteínas sensores de la UPR, (ATF6), a medida que avanza la infección por 

el virus, las proteínas sensores de la UPR activadas son totalmente abortadas debido a otras 

proteínas virales, como por ejemplo VHS e ICP27 que degradan ciertos mRNA celulares146. Un 

mecanismo similar podría ocurrir entre el mRNA de la proteína CREB3 y las oncoproteínas del 

VPH16. Por otro lado, un segundo mecanismo por el cual se regula temporalmente la UPR 

(CREB3) está asociado con la estabilidad de las proteínas virales, por ejemplo herpes virus reprime 

la transactivación mediada por VP16 mediante la interacción directa HCF-CREB3, en este caso 

particular es para establecer la latencia de la infección por HSV147. 

 
En nuestros resultados sobre CHOP en el modelo de transfección (figura 21) se observan niveles 

elevados de la proteína en la presencia de E6 y E7, a este respecto podemos sugerir que se debe 
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porque en el comienzo de la infección, las células inician la apoptosis, lo que puede facilitar la 

liberación de partículas virales de las células huésped148,149,150. Por lo que podemos sugerir que 

en el segundo modelo (figura 24) empleando la línea celular CaSki derivada de cáncer, los niveles 

de CHOP están disminuidos, recordando que CHOP desencadena la apoptosis al inducir la 

transcripción del receptor de muerte 5 (DR5)151. En consecuencia podemos sugerir que VPH podía 

estar regulando el mecanismo de apoptosis de forma indirecta a través de CHOP que es un gen 

río abajo de CREB3 con el fin de permitir la supervivencia celular (figura 28). 

 

 
Figura 28. Niveles de ERE en el contexto de infección por VPH. En este trabajo sugerimos que el ERE es 
diferente según el evento en el que se encuentre la infección, integración del virus o en el contexto de 
cáncer. Imagen modificada de Goodman, A y Wilbur, DC en Biorender. 
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De manera interesante se ha reportado que la regulación a la baja de la transcripción de CHOP, 

puede ser un mecanismo para prevenir la muerte de la células huésped en infecciones 

virales152,153. También se ha reportado que las proteínas del virus EBV: EBNA 3A y 3C suprimen la 

expresión de la proteínas Bim y Noxa relacionadas con la disminución de CHOP. Además se ha 

informado que las proteínas del los virus HCV (NS2, NS5A), SV5 (V, SH), SARS-CoV E y RSV (NS1, 

NS2) inhiben la apoptosis a través de mecanismo desconocidos154,153. Esto podría ser un 

mecanismo empleado por las oncoproteínas E6 y E7 del VPH para disminuir la muerte celular 

(CHOP) en un contexto carcinogénico como lo es la línea celular CaSki empleada en nuestro 

segundo modelo y donde observamos niveles disminuidos de CHOP, a este respecto Galindo y 

colaboradores mencionan que la regulación a la baja de CHOP puede ser un mecanismo para 

prevenir la muerte de las células152. 

 
Posterior a la infección viral, los niveles del ERE debería ser leve o nulo en especial en aquellos 

virus que son carcinogénicos, puesto que para llegar a promover el proceso carcinogénico es 

necesaria la infección persistente por varios años, por lo que a través del tiempo y la permanencia 

crónica de la infección, es necesario poder permanecer replicándose sin causar niveles elevados 

de ERE, ya que si la célula se encuentra bajo un estrés de ER intenso o sin resolver, durante todo 

este periodo de tiempo las células no lograrían recuperar la homeostasis del RE, y en cambio, 

iniciarian las cascadas apoptóticas intrínsecas. Hay distintos mecanismos descritos de cómo los 

virus regulan el ERE, uno de ellos es que logran modificar el retículo endoplásmico para crear un 

compartimento adecuado para la replicación, se ha demostrado que DENV, VZV y JEV estimulan 

la proliferación del RE y se ha informado que el VHC altera la estructura del ERE155, 156, 157 por otro 

lado se ha reportado que las proteínas virales que se sintetizan, procesan o se ubican en el RE 

tienden a desencadenar el ERE, incluidos PXV TGBp3, pedv (E, N), las glicoproteínas de los virus 

(SFV, LCMV, TULV, BVDV, DENV, JEV, VZV, HSV-1 y proteínas transmembrana o ancladas a la 

membrana ER HCV (NS4B, E2) y las oncoproteínas nucleares: E6, E7 del VPH16 como nuestros 

resultados indican (figura 18) así como los de Hernandez-puente y cols52 demostraron, son 

capaces de inducir ERE en las células. Por lo tanto, la evidencia indica que una gran cantidad de 

virus son capaces de provocar estrés en el RE durante su infección (figura 29). Sin embargo, 
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nuestra atención recae en aquellos que presentan un mecanismo donde la infección e integración 

puede llegar a desencadenar eventos pro-carcinogénicos, como lo es VHC, VHB y por supuesto, 

el VPH. A este respecto se ha publicado que algunas proteínas virales funcionan como un 

pseudosustrato de PERK para secuestrar su actividad, como las proteínas VHC E2158. También se 

ha reportado que los replicones subgenómicos del VHC y la infección por el HCMV suprimen la 

vía IRE1-XBP1 al inhibir la actividad transcripcional de las XBP1, así como la inducción 

transcripcional de EDEM, para mejorar la síntesis de sus proteínas virales y que la infección sea 

persistente, algo similar podría ocurrir con el VPH-AR. Queda por estudiar si los virus modulan la 

vía RIDD que es mediada por CREB3 para su activación transcripcional. Las ramas de la UPR son 

inhibidas por MHV y HCMV, ya que suprimen la activación de sus genes objetivos río 

 

Figura 29. Niveles de ERE en el contexto de integración viral y cáncer. En este trabajo sugerimos que el 
ERE es diferente según el evento en el que se encuentre la infección, integración del virus o en el contexto 
de cáncer. Imagen modificada de Goodman, A y Wilbur, DC en Biorender 

 

abajo159,160,161. 
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Se puede inferir sobre las características de los mecanismos mediante el cual los virus y las 

proteínas virales que desencadenan el ERE, pueden estar regulando los niveles de distintas 

proteínas, lo cual podría ser útil para predecir el resultado de la infección por virus y revelar 

mecanismo patogénicos subyacentes. Ya que por ejemplo se ha reportado que durante las 

infecciones virales algunos virus secuestran el aparato de traducción del huésped para producir 

una gran cantidad de proteínas virales acumuladas en la luz del RE. Algunos utilizan el RE como 

sitio de replicación, como el VHC162. 

 
Los virus de DNA que son capaces de desencadenar ERE (ASFV, EBV, HCMV, VPH) tienden a 

proteger a las células infectadas de la apoptosis. Varios tipos de células adaptan la capacidad del 

RE para diferentes propósitos y en consecuencia pueden responder de manera diferente a los 

estímulos exógenos:163,164. Esto explicaría porque vemos los niveles de CHOP disminuidos en 

nuestro modelo de silenciamiento (figura 24) y por ello sugerimos que el ERE y los niveles de 

CHOP, HERP y CREB3 son diferentes según el evento en el que se encuentre la infección, 

integración del virus o en el contexto de cáncer (figura 26). Es interesante fijar nuestra atención 

en estos eventos porque la progresión desde la infección hasta la historia natural del cáncer 

podría permitir el monitoreo de esta enfermedad que es inducida por VPH-AR. 

 

La sobreexpresión de CREB3 sensibiliza a las células para llevar a cabo la apoptosis165. Los 

resultados obtenidos en el modelo de silenciamiento de las células CaSki, indican que existe una 

inactivación de CREB3, además de que los niveles de CHOP se ven incrementados cuando se abate 

la expresión de las oncoproteínas E6 y E7, por lo que podemos inferir que en esa condición no 

aumentan los genes proapoptóticos como CHOP, puesto que al ser una línea celular derivada de 

cáncer, los mecanismos de la UPR promueven la adaptación en este contexto carcinogénico 

prolongado. 

 

Retomando nuestro modelo de silenciamiento de E6/E7 donde observamos niveles de HERP 

disminuidos (figura 24) sugerimos que el agotamiento de HERP, podría estar inhibiendo la muerte 

celular, al estar regulando la autofagia166. Para hacer una conclusión al respecto, sería 
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necesario explorar más a fondo. A detalle esta sugerencia, empleando marcadores de autofagia. 

Con los datos obtenidos hasta este punto, podemos inferir que los niveles de CHOP se ven de 

igual manera disminuidos en este modelo de silenciamiento de E6/E7 ya que en esta línea celular 

que es derivada de cáncer, los niveles de muerte celular deberían ser minimos167. 

 
Entre los principales eventos que una célula detecta para aumentar los niveles de autofagia se 

encuentran el mal plegamiento de proteínas. La activación de la autofagia es esencial para la 

supervivencia celular en condiciones contra diferentes formas de estrés celular, la vía autofágica 

degrada el RE y atenúa el efecto nocivo. A su vez se ha reportado que el agotamiento de HERP 

aumenta el flujo autofágico a través de la regulación positiva de Beclin-1. Por lo que observar 

niveles disminuidos de HERP en nuestros resultados, podría postular que existe mayor 

supervivencia celular, que esta siendo regulada por la autofagia, y este mecanismo de 

supervivencia mediado por CREB3, ya que recordemos que HERP es uno de sus genes blanco 

directo. Sin embargo, se necesitan más estudios para confirmar estas suposiciones, donde 

podamos evaluar supervivencia celular, marcadores de muerte celular y marcadores de autofagia 

en ausencia de las oncoproteínas virales puesto que la autofagia es necesaria para la 

tumorigénesis, así como para la propagación de los focos metastásicos166. 

 
Respecto a la metástasis y CREB3 

Se ha identificado a CREB3 como un regulador transcripcional de los genes de tráfico ER-Golgi 

promoviendo un fenotipo metastásico in vitro130, esto es posible a través de la activación del 

factor de transcripción CREB3, regulando al alza la expresión de ARF4, COPB1 y USO1. La 

expresión de estos genes, regulados por CREB3 impulsan la progresión maligna y metástasis en 

un modelo de cáncer de mama. Por otra parte, el factor de transcripción CREB3 aumenta la 

transcripción de c-Jun al unirse directamente a la región CRE en el promotor de c-Jun, 

conduciendo a la transcripción de MMP-9 (Matrix metaloproteinada-9), por lo que se puede 

inferir que CREB3 juega un papel importante en la progresión del cáncer de cuello uterino a través 

de c-Jun/mmp9 y además está involucrado en el fenotipo maligno de cáncer de próstata 168,120. 
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Otros mecanismos asociados a la activación de CREB3 han sido estudiados, por ejemplo Yizheng 

et al169, identificaron que el RNA circular circTADA2A promueve la progresión y la metástasis de 

osteosarcoma (OS) al regular la expresión de CREB3. Estos resultados proponen a CREB3 como 

un objetivo directo de miR-203a y lo consideran un oncogén en osteosarcoma. Estos autores 

concluyen que al mejorar la actividad transcripcional de CREB3 se promueve la progresión 

metástasica en OS. Otros estudios han validado a CREB3 como factor de transcripción que 

promueve la metástasis. Esto al unirse a los objetivos posteriores, como el receptor de 

quimiocinas CC 1 (CCR1) y la histona desacetilasa 3 (HDAC3), lo que induce a la tumorigénesis. De 

acuerdo a estos hallazgos, Gang W y cols170 confirman que CREB3 se une a la región promotora de 

ZFAS1, para activarlo e impulsar la metástasis del carcinoma de tiroides. Por todo esto, se ilustra 

el posible escenario donde CREB3 sea capaz de promover la metástasis (figura 30). 

 

 
Figura 30. ¿Cuál sería el papel de E6/E7 en la regulación de CREB3 para la progresión metástasica?. Un 
futuro ensayo para responder esta pregunta sería mediante ensayos Transwell y poder evaluar el siguiente 
evento en la progresión carcinogenica que sería la metástasis. Imagen modificada de Goodman, A y 

Wilbur, DC en Biorender 
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Potenciales efectos de la interacción E6/CREB3. 
 
 

La estrategia de transformación celular de los virus oncogénicos como VPH, está basada en la 

capacidad de las oncoproteínas virales para interactuar con diversas proteínas celulares, 

destacando los supresores de tumores como p53 y pRb171. Las proteínas pueden interactuar 

durante un periodo de tiempo para formar parte de un complejo proteínico; o pueden 

transportar a otra proteína (por ejemplo, desde el citoplasma al núcleo o viceversa en el caso de 

las importinas de los poros nucleares), pueden interactuar brevemente con otra proteína para 

modificarla. Las interacciones proteína-proteína son eventos críticos para muchos procesos 

celulares que se extienden desde la formación de estructuras macromoleculares y complejos 

enzimáticos, hasta la regulación y la transducción de señales. Comprender estas interacciones en 

detalle, proporciona información útil sobre el mecanismo molecular del funcionamiento de la 

célula. El análisis cristalográfico de un VPH16 E6 recombinante unido a un péptido que contiene 

el motivo LxxLL (ELTLQELLGEER) muestra que los dos bucles de dedo de zinc de E6 y la región 

conectora entre ellos forman un bolsillo profundo, en el que encaja el dominio alfa helicoidal 

LxxLL de E6AP. 

 

En el modelo de silenciamiento que empleamos en nuestro estudio, utilizamos a p53 como 

control de la técnica, observamos que al realizar silenciamiento de E6/E7, los niveles de p53 se 

recuperan, y por ello confirmamos que la técnica fue exitosa. Curiosamente, los niveles de CREB3 

parecen estar ausentes y podemos sugerir que la vía no está activa en presencia de E6/E7 (figura 

21). De manera interesante encontramos un incremento en los niveles y activación de CREB3 

posterior al silenciamiento de E6/E7, al igual que los genes blanco de este factor. Si bien se 

esperaba el efecto contrario, diversos reportes han vinculado a p53 con la vía de CREB3. Un 

ejemplo de ello es Walia M y cols172 este grupo de investigación encontró que los niveles de AMPc 

y la señalización a través de CREB1 son característicos de los osteoblastos con deficiencia de p53. 

Reportaron que es esencial la pérdida de p53 para el inicio y establecimiento de osteosarcoma 

mediado por: PTHrP→cAMP→CREB1172 también demostraron que esta vía era necesaria para la 

supervivencia de los osteoblastos que se volvieron deficientes en p53. Recordemos que la 
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estrategia de transformación celular de los virus como VPH, está basada en oncoproteínas virales 

que interactúan con el producto de dos genes supresores de tumores como p53 y pRb. 

 
Es evidente que los niveles de p53 se encuentran regulados por las oncoproteínas E6/E7 del 

VPH16 en nuestros modelos. No lo sabemos, pero podría ser que al disminuir p53 en la línea 

celular CaSki, CREB3 no este activo, y posiblemente se este generando un complejo trimérico 

similar al complejo trimérico que se forma entre E6, E6AP (LxxLL) al inicio de la infección y 

establecimiento del cáncer, sin embargo, una vez que el carcinoma está establecido, CREB3 ya 

no esta activo y sus niveles son regulados según en el punto que se encuentre en el proceso de 

la historia natural del cáncer. Para poder determinar si hay una activación de la vía al inicio del 

establecimiento del cáncer, convendría realizar un mayor número de ensayos que nos permita 

identificar esta posible respuesta, por otro lado, también se puede explorar mediante 

construcciones de vectores que contengan los dominios funcionales y de interés de CREB3 como 

por ejemplo los motivos LxxLL, que nos permitan interpretar de mejor manera el posible papel 

que tiene CREB3 en la historia natural del cáncer. 

 

A la fecha se sabe que E6 es capaz de interactuar con proteínas celulares, en nuestros resultados, 

observamos que esta oncoproteína del VPH interactúa con CREB3 in vitro mediante ensayos de 

PullDown (figura 27). De manera interesante y retomando el modelo de silenciamiento, vemos 

activación de CREB3 y disminución de p53 en presencia de E6/E7 (siLuc). Lo que ya se ha 

reportado es que E6 de los VPHAR disminuyen los niveles de p53, por lo que podríamos sugerir 

que la interacción vista en nuestros resultados entre CREB3 y E6 estaría contribuyendo a la 

disminución de p53 y de forma indirecta desfavoreciendo la señalización y activación de CREB3 

(figura 31). Es importe hacer énfasis, que este escenario sería al inicio del establecimiento del 

cáncer, y una vez que el proceso carcinógenico ha comenzado puede que ya no sea necesario. 
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Figura 31. Modelo de la 
interacción entre el trímero E6, 
E6AP, p53 y CREB3, E6, p53. 
Al inicio del establecimiento del 
cáncer este complejo trimérico 
puedo ocurrir. Una vez que el 
proceso carcinógenico ha 
comenzado puede que ya no sea 
necesario. Y los niveles y 
activación de CREB3 cambien 
según el punto específico de la 
historia natural del cáncer. 

 

 

Seguir investigando estás interacciones podría permitirnos entender mejor el proceso 

carcinogénico promovido por VPH, ya que posiblemente representen un papel importante en la 

malignidad (figura 32). 

 

Figura 32. Modelo de la interacción entre el trímero E6, E6AP, p53 y CREB3, E6, p53. 
 

Se describe el alcance de la vía CREB3, tomando como ejemplo los datos observados de Waila y cols 
(2016), donde reportan que la pérdida de p53 es esencial para la activación de CREB1, dicha activación 
proporciona la supervivencia y establecimiento del osteosarcoma. 
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No se han realizado estudios sistemáticos de interactoma para los sensores de estrés UPR, varios 

laboratorios han identificado socios de unión que modulan la actividad de componentes 

proximales específicos de UPR. Sería de gran importancia llevar a cabo más investigación sobre 

el estrés del retículo endoplásmico y su relación con los diferentes tipos de cáncer en específico 

aquellos que son promovidos por virus oncogénicos. Ya que por ejemplo se ha descrito de 

aquellas proteínas virales que inducen UPR y generan un gran impacto en las vías de señalización 

de la apoptosis, como lo son VHC (E1, E2, core). Estos avances son significativos en el desarrollo 

de antivirales o vacunas contra estás proteínas, a la fecha se ha estudiado clemizol para HCV, 

pero existen otros fármacos candidatos, y potenciales vectores de vacunas para HSV y VPH. Por 

otra parte, los estudios epidemiológicos y de biología molecular han establecido que el DNA de 

los VPH 16 y 18 están asociados con más del 90% de los casos de cáncer por este virus, sin 

embargo, si miramos en retrospectiva el escenario actual, no se ha desarrollado un fármaco que 

puede inhibir las oncoproteínas del VPH de AR. 

 
Aún quedan datos por descubrir en el estudio de proteínas virales que desencadenan ERE, ya 

que podrían convertirse en un futuro en objetivos para terapia antiviral especifica. 

 

11. SUMARIO    
 
 

 E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles del marcador de ERE: GRP78 en la línea 

celular HaCaT. 

 Las oncoproteínas E6 y E7 del VPH16 activan al factor CREB3 en la línea celular 

HaCaT. 

 Los niveles de HERP y CHOP aumentan en presencia de E6 y E7 en la línea celular 

HaCaT. 

 Los niveles de HERP y CHOP disminuyen al silenciar de E6/E7 en un contexto 

carcinogénico en la línea celular CaSki. 

 CREB3 interactúa con la oncoproteína E6 del VPH16. 
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Los resultados obtenidos bajo las condiciones de este proyecto podrian a apuntar a una relación 

interesante entre CREB3 y la historia natural del cáncer promovida por VPH. 

 
 
 

12. CONCLUSIONES 
 
 

 Existe una modulación de la vía de CREB3 por las oncoproteínas E6 y E7 del VPH16 que 

posiblemente esté asociada al mantenimiento del fenotipo maligno. 

 E6 y E7 del VPH16 en la línea celular HaCaT aumentan los niveles del marcador de ERE: GRP78. 

 Oncoproteínas E6 y E7 del VPH16 en la línea celular HaCaT disminuyen los niveles de CREB3. 

 E6 del VPH16 activa la vía CREB3 en la línea celular HaCaT. 

 Los niveles de HERP y CHOP aumentan en presencia de E6 y E7 en la línea celular HaCaT. 

 Los niveles de HERP y CHOP disminuyen en la línea celular CaSki. 

 CREB3 se activa por siE6/E7 en la línea celular CaSki. 

 CREB3 interactúa con la oncoproteína E6 del VPH16. 
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13. FUTURAS DIRECCIONES 
 
 

1. Determinar el mecanismo por el cuál E6 y E7 regulan los niveles de CREB3. 

2. Caracterizar el comportamiento de CREB3 a lo largo de las diferentes etapas de la 

carcinogénesis. 

3. Evaluar el posible papel de CREB3 de promover metástasis a través de la regulación por E6/E7. 

4. Evaluar genes blanco de CREB3 relacionados con procesos de supervivencia y metástasis. 
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Anexo 2: Soluciones y medios de cultivo. 

 
Medio LB 

 

Bacto-Triptona 10g 

Extracto de levadura 5g 

NaCl 10g 
H2O aforar a 1L1.2 

 

1.2 Agar LB con Ampicilina 

Bacto-Triptona 10g 

Extracto de levadura 5g 

NaCl 10g 

Agar bacteriológico 1.5% p/v 
Ampicilina 100 μg/mLH2O destilada aforar a 1L 

 

1.3 TBS-T 1x 

Tris base 2.42 g 
NaCl 8.0 g 

Tween-20 1.0 % 

 

 

1.4 Eagle de Dulbecco modificado (DMEM) enriquecido con suero bovino fetal 
DMEM-F12(Gibco) 1 sobre 

NaHCO3 1.2 g/L 

Suero bovino fetal (Gibco) 10% v/v 
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Anexo 3: Mapa del vector de expresión de E6 del VPH16 y E7 del VPH16. 
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Anexos 4: Resultados presentados en congresos: 

Congreso Nacional de Virología. 

Quintero-Esquivel Silvia, Lizano Marcela, Manzo-Merino Joaquín 

CREB3 levels and expression are modulated by HPV16 E6 oncoprotein 
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