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RESUMEN 
 

El DNA del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH16) ha sido encontrado en 

aproximadamente 50% de los casos de cáncer cervical en el mundo. La 

infección de VPH comienza con la unión de la cápside viral al heparán sulfato 

(HS), un glucosaminoglicano expuesto en la superficie celular de los 

queratinocitos de la capa basal epitelial. Hay múltiples sitios de unión para HS 

en la cápside de VPH, los cuales están integrados por aminoácidos de la 

proteína principal de la cápside (L1). Previamente, nuestro grupo aisló un 

aptámero de RNA (Sc5c3) contra partículas tipo virus (VLPs) formadas por L1 

de VPH16. Sc5c3 mostró un constante de disociación menor a la reportada 

para el VPH tipo 33 y la superficie celular, sugiriendo que el aptámero tenía 

potencial para bloquear la infección por VPH16. En este trabajo reportamos la 

inhibición de la infección de VPH16 usando el aptámero Sc5c3. Para simular el 

proceso de infección, se produjeron pseudovirus (PsVs) de VPH16 conteniendo 

un plásmido reportero que codifica para la proteína amarilla fluorescente 

(YFP). La incubación de los PsVs con Sc5c3 antes de la infección de células 

293TT, resultó en la disminución dosis-dependiente de YFP, indicando que la 

infección fue inhibida por el aptámero. La degradación del aptámero usando 

RNAsa A, restauró la fluorescencia generada por los PsVs, respaldando la 

observación de que Sc5c3 inhibió la infección. Finalmente, para elucidar el 

mecanismo de la inhibición, se realizaron ensayos de unión del aptámero con 

VLPs mutadas en los sitios de unión para HS; sin embargo, no se observó 

diferencia de unión entre las VLPs silvestre y mutantes, sugiriendo que la 

inhibición de la infección es independiente del sitio de unión para HS.  

 En conclusión, estos resultados sugieren que el aptámero Sc5c3 puede ser 

usado para el desarrollo de tecnologías profilácticas enfocadas a prevenir la 

infección por VPH16.  
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ABSTRACT 
 

Human papillomavirus type 16 (HPV16) DNA has been found in approximately 

50% of cervical tumors world-wide. HPV infection starts with the binding of the 

virus capsid to heparan sulphate (HS) receptors, which are exposed on the 

surface of epithelial basal layer keratinocytes. There are multiple HS binding 

sites on the HPV capsid, integrated by positively-charged aminoacids from the 

L1 protein. Previously, our group isolated an RNA aptamer (Sc5c3) directed 

against HPV16 L1 virus-like particles (VLPs) with a lower constant dissociation 

than that reported for HPV33 and the cell surface, suggesting potential 

properties as a blocking agent to inhibit HPV16 infection. Here, we report the 

inhibition of HPV16 infection by Sc5c3. Because the lack of a reliable in vitro 

model for HPV infection, HPV16 pseudoviruses (PsVs) containing a yellow 

fluorescent protein (YFP) reporter plasmid were employed to mimic the HPV 

infection process in 293TT cells. Incubation of HPV16 PsVs with Sc5c3 before 

infection of 293TT cells resulted in a dose-dependent decrease in 

pseudoinfection associated to YFP fluorescence, indicating inhibition by Sc5c3. 

Aptamer degradation using RNase A restored PsVs-induced fluorescence, 

supporting our previous observation that Sc5c3 aptamer can inhibit HPV16 

infection. VLP mutants comprising reported HS binding sites were used in 

binding assays to elucidate the Sc5c3 blocking mechanism; however, no 

significant Sc5c3 binding difference was observed between wild-type and 

mutant VLPs, thus suggesting that pseudoinfection inhibition may be 

independent of the HS binding sites.  

In conclusion, these results suggest that Sc5c3 may be used to develop 

prophylactic technologies aimed to prevent HPV16 infection.  
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INTRODUCCIÓN 

 

1.1  El virus del papiloma humano  
 

Los papilomavirus (PV) son un grupo diverso de virus de DNA de doble 

cadena  con cápside icosaédrica de entre 50 y 60 nm de diámetro. Los PV 

infectan una gran variedad de especies, incluyendo al humano, y 

muestran un elevado tropismo tisular, con predilección por la infección de 

superficies mucosas orales o genitales y piel.1  

A la fecha se han reportado más de 150 tipos de virus del papiloma 

humano (VPH).2 Algunos de ellos, denominados “de alto riesgo”, se han 

relacionado con desarrollo de cáncer cervical. Prácticamente en todos los 

casos de cáncer cervical se ha encontrado DNA de VPH; particularmente 

del tipo 16 (VPH16), al que se asocian más del 50% de los casos.3  

1.1.1  El genoma viral 

 

El genoma de VPH es una molécula cerrada de DNA de doble cadena 

que mide aproximadamente 8000 pares de bases (pb). Está divido en tres 

1 
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regiones: la región larga de control (LCR), la región temprana (ER) y la 

región tardía (LR) (Figura 1).  

La LCR es una región de aproximadamente 850 pb sin función codificante; 

pero que alberga el origen de replicación y múltiples sitios de unión para 

factores de transcripción.4 

La ER codifica las proteínas no estructurales E1, E2, E4, E5, E6 y E7, que se 

expresan en mayor medida durante la fase temprana de la infección y 

están involucradas en la replicación y segregación del genoma viral, la 

regulación de la expresión de genes virales y celulares, el control del ciclo 

celular y la inhibición de la apoptosis.5  

La LR contiene dos genes que codifican para proteínas estructurales; la 

proteína principal de la cápside, L1, y la proteína menor de la cápside, L2. 

Estas son expresadas únicamente en queratinocitos diferenciados durante 

la fase tardía de la infección.4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.- Representación esquemática del genoma de VPH16.6 Se muestra la 

distribución de los genes no estructurales o genes “E”, los genes de la cápside, L1 

y L2 y la región larga de control (LCR). La posición de los genes se indica con 

diferentes colores. 
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1.1.2  La proteína L1 y la estructura de la cápside 

 

El gen L1 de VPH16, codifica una proteína de 531 aminoácidos con un 

peso molecular 55 KDa que forma parte de la cápside del virus.7 Es la 

proteína más conservada entre los VPH por lo que es empleada para su 

clasificación e identificación.8,9 

 La proteína L1, también conocida como la “proteína principal de la 

cápside”, está formada por un núcleo de ocho cadenas antiparalelas en 

forma de remolino beta (Figura 2, flechas azules). En seguida se encuentra 

una región de hélices alfa , donde las hélices h2, h3 y h4  integran la 

superficie de contacto con otras moléculas de L1 (Figura 2, flechas 

amarillas). Los últimos aminoácidos se encuentran desordenados y se 

proyectan hacia el interior de la proteína. Este segmento es rico en lisina, 

arginina, histidina, treonina y serina y es el más variable entre las proteínas 

L1 de diferentes VPH.10 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la proteína L1 de VPH16.11 Las hojas que forman el remolino 

beta se indican con una letra mayúscula y se muestran coloreadas en azul. Los 

loops que unen cada hoja se nombran con letras mayúsculas y se marcaron con 

color lila. Las hélices del brazo C-terminal se marcaron con color amarillo y se 

nombraron con una “h”. 
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La cápside del VPH está formada por 360 copias de la proteína L1 

arregladas en 72 capsómeros pentaméricos, que a su vez se ensamblan en 

forma de una red icosaédrica (Figura 3).12 Además, la cápside contiene 

una cantidad variable de la proteína menor de la cápside, L2. Un virión 

puede tener hasta 72 moléculas de L2, cada una ubicada en el centro de 

un capsómero; sin  embargo, comúnmente existe una menor cantidad de 

L2 distribuida aleatoriamente entre los 72 sitios.13 L2 está mínimamente 

expuesta en la superficie del virión maduro; no obstante, emerge durante 

el proceso de infección.14 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación de la cápside de VPH16.11 Se muestra la amplificación de 

uno de los 72 capsómeros que constituyen la cápside. Cada capsómero está 

formado por 5 moléculas de L1,  las cuales están marcadas con diferentes 

colores.  

 

Los pentámeros de L1 se encuentran estabilizados por interacciones 

directas entre monómeros adyacentes. La cadena G del remolino beta se 

inserta en la hoja CHEF del monómero adyacente (Figuras 2 y 4) y el  loop 

HI se inserta entre los loops FG y EF del monómero vecino.10 A su vez, el loop 

FG se inserta entre los loops DE y HI. Así, los loops BC y EF de dos 
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monómeros vecinos están yuxtapuestos en el borde externo del 

pentámero.15   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Formación del pentámero de L1.15 Se muestra la estructura de un 

pentámero de L1. Cada molécula de L1 se marca en un color distinto y los loops 

involucrados en las principales interacciones se marcan con letras mayúsculas.  

 

La cápside es ensamblada mediante complejos contactos inter-

pentaméricos que incluyen la formación de un puente disulfuro.16 El brazo 

C-terminal de una molécula de L1 (Figura 5, color verde) invade el remolino 

beta de otra L1 en un pentámero vecino (Figura 5, color rojo), forma un 

puente disulfuro con la subunidad inmediatamente adyacente (Figura 5, 

color amarillo) y finalmente regresa y se reinserta en el pentámero de 

origen.17 Dos residuos de cisteína altamente conservados en  L1 median la 

formación del enlace disulfuro.18,19 En el VPH16, están involucradas la 

cisteína 175 del capsómero invadido y la cisteína 428 del capsómero 

invasor.14 Bajo este modelo, denominado “brazo invasor”, cada pentámero 
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recibe cinco brazos invasores, uno de cada pentámero adyacente, y 

dona cinco brazos a los pentámeros vecinos, confiriendo de esta manera 

una elevada estabilidad a la estructura.20  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Interacción inter-pentamérica para el ensamble de la cápside.17 Las 

moléculas de L1 involucradas en la interacción se muestran en diferentes colores 

mientras que el resto del pentámero se muestra en color gris. La L1 invasora se 

muestra en verde y  las L1 invadidas se muestran en rojo y amarillo. A) Molécula 

de L1 invasora. B) Formación del puente disulfuro en la L1 invadida. C) Unión y 

estabilización de los pentámeros mediante el enlace disulfuro.  

 

1.1.3  El papel de L1 en la infección 

 

Al igual que cualquier virus, el VPH requiere adherirse a la célula hospedera 

para llevar a cabo la infección. La unión de la cápside con la célula ha 

sido atribuida a la interacción de L1 con heparán sulfato (HS).21–23 

 

El HS es una familia de polisacáridos lineales que se encuentran unidos a 

proteínas de la superficie celular, la matriz extracelular y la membrana 

basal epitelial. Están compuestos de unidades alternadas de α-D-

glucosamina y ácido urónico, ya sea ácido β-D-glucurónico o ácido α-L-

idurónico. La estructura formada por el polisacárido y la proteína se 

conoce como heparán sulfato proteoglicano (HSPG) (Figura 6). Algunos de 
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los carbonos del polisacárido se encuentran sulfatados, lo que le confiere 

carga negativa a la molécula. Además algunos monómeros pueden 

contener  acetilaciones. 24,25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura del heparán sulfato proteoglicano (HSPG).26 En hexágonos de 

colores se representan las unidades de ácido urónico y glucosamina que forman 

el heparán sulfato. Las cadenas del polisacárido se unen a una proteína de 

naturaleza variable representada por una línea curva de color negro. Un 

acercamiento a la cadena muestra el arreglo de monómeros y las posibles 

modificaciones en los carbonos (sulfataciones y acetilaciones).  

 

Existen múltiples sitios de unión para HS distribuidos en la superficie de la 

cápside. Los sitios de unión están formados por una combinación de 

aminoácidos que provienen de los loops BC, EF, FG, HI y α4 y de diferentes 

moléculas de L1 en un pentámero (Figura 7A), y consisten principalmente 

de glutamina, treonina, asparagina y lisina. A través de estos aminoácidos 

cargados positivamente, la cápside viral forma interacciones 

electrostáticas y puentes de hidrógeno con la molécula de HS cargada 

negativamente (Figura 7B).27 En el cuadro 1, se resumen los aminoácidos y 

los loops involucrados en la formación de los cuatro sitios de unión en la 
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cápside de VPH16. Dada la geometría de la cápside viral, estos cuatro 

sitios se encuentran repetidos múltiples veces sobre su superficie. 

Se ha propuesto que el sitio 1 funciona como el principal sitio de unión 

para el HS. Mutaciones en las lisinas 278 y 361 de este sitio, resultan en la 

inhibición total de la capacidad de infección del virus. La evidencia 

sugiere que estos residuos funcionan como sitio de unión primario y que los 

otros sitios podrían ser importantes para la endocitosis y el desnudamiento 

del endosoma.27,28 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Interacción de la cápside de VPH16 con heparán sulfato (HS).27 A) Se 

muestran en diferentes colores los loops que forman los sitios de unión para 

heparán sulfato; el resto del pentámero se marcan en gris. B) Se muestran en 

líneas punteadas azules, los puentes de hidrógeno formados entre los 

aminoácidos del sitio 1 (listones de colores) y el  heparán sulfato (bastones verdes, 

amarillos y rojos). 

 

Cuadro 1. Sitios de unión para heparán sulfato (HS) en la cápside de VPH16.27 

 Aminoácidos Loops 

Sitio 1 Lisina 278, treonina 266, asparagina 285 y lisina 361 FG y HI 

Sitio 2 Lisina 54, asparagina 56, lisina 356, treonina 358 y treonina 266  FG, HI y BC 

Sitio 3 Glutamina 196 y lisina 443 EF y α4 

Sitio 4 Lisina 59, asparagina 450 y lisina 452 BC y α4 
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1.1.4  La entrada del virus a la célula y el ciclo de vida viral.   

 

El VPH presenta un elevado tropismo por queratinocitos de la capa basal 

epitelial y su ciclo de vida está íntimamente ligado al proceso de 

diferenciación de éstas células. Se ha sugerido que el virus consigue 

penetrar hasta la capa basal a través de microabrasiones del tejido 

epitelial que probablemente se producen durante la  relación sexual.29  

El primer contacto del virus con la célula se establece a través del HS. La 

unión del virus con el HS conduce a cambios conformacionales en la 

cápside que resultan en la exposición del dominio amino-terminal de L2. La 

región expuesta de L2 contiene un sitio de corte  para la proteasa celular 

furina y es indispensable para la liberación del genoma una vez que el virus 

ha entrado en la célula.30–32 Los cambios conformacionales también 

conducen a la pérdida de afinidad por HS y la transferencia a un receptor 

secundario, probablemente α-integrina.33,34 La unión del virus con el 

receptor secundario parece desencadenar una cascada de señalización 

para la endocitosis del virus (Figura 8). Existen controversias respecto a los 

detalles del proceso de endocitosis y al parecer el mecanismo no está 

conservado entre los VPH.35,36 Una vez que el endosoma ha sido 

internalizado, se libera en el citosol un complejo formado por el N- terminal 

de L2 y el genoma viral. El N-terminal de L2 funciona como una señal de 

localización nuclear y se asocia a proteínas celulares para trasladar el 

genoma al núcleo.37,38  

Cuando el DNA viral llega al núcleo, E1 y E2 son las primeras proteínas en 

expresarse para asistir en el establecimiento de entre 20 y 100 copias del 

genoma viral por célula (Figura 9). Dado que las células basales se dividen, 

cada célula hija contendrá copias del DNA viral.  



INTRODUCCIÓN 

  
 

10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Entrada de VPH a la célula. La unión del virus a heparán sulfato (HS) en la 

membrana celular genera cambios conformacionales que exponen un sitio de 

corte en L2 para furina, y provocan la transferencia al receptor secundario. La 

unión con el receptor secundario parece desencadenar la endocitosis del virus.  

 

Después de la mitosis, una célula permanece fija mientras que la otra 

puede desprenderse y dejar la capa basal. Normalmente, las células que 

se encuentran en las capas suprabasales, han iniciado el proceso de 

diferenciación y no se dividen; sin embargo, las células infectadas con VPH 

permanecen mitóticamente activas debido a las propiedades 

oncogénicas de las proteínas E5, E6 y E7. Particularmente, E6 y E7 inactivan 

a las proteínas celulares  p53 y pRb, respectivamente, e inducen 

inmortalización y transformación celular.  

En las capas superiores también se lleva a cabo el establecimiento de un 

mayor número de copias del genoma viral,  seguido por la activación el 

promotor tardío que dirige la transcripción de los genes L1 y L2.  Las 

proteínas L1 y L2 son expresadas en queratinocitos diferenciados para 
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ensamblar la cápside y finalmente el virus es liberado a través de la 

descamación natural que sufre el epitelio maduro.29,39 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Ciclo de vida de VPH en un epitelio diferenciado.5. A la izquierda se 

muestran las diferentes capas del epitelio y la entrada del virus a través de una 

microdermoabrasión del tejido. A la derecha se indican los eventos importantes 

del ciclo viral y el momento en que cada proteína se expresa. 

 

1.1.5  Partículas tipo virus (VLPs) y pseudovirus (PsVs) de VPH. 

 

Debido a que el ciclo de vida de VPH es dependiente del proceso de 

diferenciación de los queratinocitos infectados, la producción in vitro de 

viriones fue prácticamente imposible hasta el desarrollo de cultivos 

organotípicos basados en queratinocitos que portaban el genoma de VPH. 

Sin embargo; estos métodos son técnicamente complicados, requieren 

mucho tiempo y el rendimiento de virus es relativamente bajo. Estos 

problemas fueron parcialmente resueltos con el uso de partículas tipo virus 

(VLPs, de sus siglas en inglés: Virus–Like Particles) y pseudovirus (PsVs), los 

cuales son producidos usando sistemas de expresión heterólogos.40 

La proteína L1 tiene la habilidad de ensamblarse espontáneamente 

produciendo VLPs. Las VLPs carecen de genoma pero tienen una 
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superficie exterior esencialmente indistinguible de los viriones nativos (Figura 

10B). La proteína L2 no es indispensable para la formación de las VLPs  y el 

ensamble se lleva a cabo sin necesidad de alguna proteína chaperona.41–

44  

Por otra parte, los PsVs son estructuras formadas por L1 y L2 que albergan 

un plásmido reportero en lugar de genoma viral. Los PsVs pueden infectar 

células eucariontes mimetizando el proceso de infección del virus nativo y 

la infección puede seguirse a través de la expresión de la proteína 

reportera. Al igual que las VLPs, los PsVs tienen características estructurales 

e inmunogénicas similares a los virus nativos (Figura 10C)  y han sido 

utilizados para análisis estructurales, detección de anticuerpos 

neutralizantes y para el estudio de eventos tempranos en la infección viral 

tales como la unión del virus al receptor y  las vías de entrada del virus a la 

célula.45–48 

 

 

 

 

 

Figura 10. Morfología de VLPs y PsVs. A) Microscopía de viriones nativos de 

papilomavirus bovino.18 B) Microscopía de VLPs de L1 de VPH16.49 C) Microscopía 

de pseudovirus de VPH16.28 

 

1.1.6  Vacunas contra VPH. 

 

Considerando que las VLPs son inmunológicamente similares a los virus, 

éstas han sido utilizadas en la elaboración de vacunas. La FDA ha 
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aprobado tres  vacunas para la prevención de la infección por VPH: 

Gardasil, Gardasil 9 y Cervarix. La vacuna cuadrivalente Gardasil previene 

la infección de los tipos más comunes de alto riesgo (VPH16 y VPH18) y los 

dos más comunes de bajo riesgo (VPH6 y VPH11); mientras que Gardasil 9 

es una vacuna más completa que protege contra la infección de los 

tipos  6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, y 58. Por su parte, Cervarix previene 

únicamente la infección de VPH16 y 18. Las tres vacunas se administran en 

series de tres inyecciones intramusculares en un período de 6 meses.50 

La vacuna contra VPH ha sido incluida en el programa nacional de 

vacunación  de varios países, principalmente europeos, resultando en una 

significativa disminución de las infecciones por VPH, lesiones precancerosas 

y verrugas genitales. 51,52 En contraste, el 84% de los nuevos casos de 

cáncer cervical  surgen en países en vías de desarrollo donde la aplicación 

de la vacuna está limitada por factores tales como su elevado precio, un 

inadecuado sistema de salud y barreras sociales y culturales.53,54 Así, 

diversos elementos podrían estar contribuyendo a la progresión del cáncer 

cervical, haciendo necesario el desarrollo continuo de herramientas que 

complementen a la vacuna.  

 

 

1.2  Aptámeros  
 

Los aptámeros son oligonucleótidos de cadena sencilla que se pliegan en 

una estructura tridimensional definida, lo que les permite reconocer 

específicamente a un blanco determinado (Figura 11).55,56 Los aptámeros 

tienen propiedades de reconocimiento molecular altamente complejas  y 

son capaces de unirse fuerte y específicamente a blancos que van desde 
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moléculas pequeñas hasta complejas estructuras multiméricas e incluso 

células enteras.57 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Reconocimiento de un aptámero y su blanco.58 La unión del aptámero 

con su blanco genera el plegamiento del aptámero y un reconocimiento 

adaptativo aptámero-blanco.   

 

1.2.1  Aislamiento de aptámeros 

 

Los aptámeros son aislados de bibliotecas combinatorias de ácidos 

nucleicos sintéticos mediante un proceso iterativo in vitro de adsorción, 

recuperación y reamplificación denominado SELEX (Systematic Evolution of 

Ligands by EXponential enrichment).56 

El proceso SELEX inicia con la síntesis química de una biblioteca 

aleatorizada de DNA. La biblioteca consta de aproximadamente 1015  

oligonucleótidos de cadena sencilla de entre 20 y 100 nucleótidos, cuya 

región central se encuentra aleatorizada y flanqueada por secuencias 

específicas de 18 a 21 nucleótidos, las cuales funcionan como sitios de 

anclaje para los iniciadores de la PCR.  

Cuando se desea aislar un aptámero de RNA, la biblioteca de DNA de 

cadena sencilla (DNAcs) debe ser transformada a DNA de cadena doble 

(DNAcd) mediante PCR y posteriormente transcrita para generar una 
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biblioteca de RNA. Esta biblioteca de RNA es usada para realizar la primera 

ronda SELEX. Para aptámeros de DNA, la biblioteca de DNAcs puede ser 

usada directamente en la primera ronda de SELEX. 59,60  

Una vez obtenida la biblioteca apropiada, ésta se incuba con la molécula 

de interés. Cada secuencia de la biblioteca adopta una estructura 

tridimensional distinta como resultado de apareamientos de tipo Watson-

Crick e interacciones moleculares no canónicas. Se espera que algunas 

secuencias adopten una estructura tal, que le permita unirse fuerte y 

específicamente al blanco. El complejo oligonucleótido-blanco es 

recuperado y las secuencias unidas son amplificadas por RT-PCR (para 

bibliotecas de RNA) o PCR (para bibliotecas de DNA) para tener un nuevo 

grupo de moléculas enriquecido en especies que se unen al blanco y que 

son usadas para iniciar el siguiente ciclo SELEX (Figura 12).59 Así, mediante 

ciclos iterativos de selección y amplificación, el grupo inicial de 

oligonucleótidos aleatorizados es reducido a relativamente pocas 

secuencias  con la más alta afinidad y especificidad por el blanco. 

Finalmente, el grupo de secuencias proveniente del último ciclo es 

clonado, secuenciado y analizado.60 

 

1.2.2  Ventajas de los aptámeros. 

 

La afinidad de los aptámeros por su blanco es comparable a la de  

anticuerpos monoclonales por lo que han sido considerados como una 

alternativa al uso de anticuerpos en muchas aplicaciones biológicas.61 

Además, la considerable afinidad y especificidad por su blanco, resaltan 

su gran potencial  para  aplicaciones terapéuticas, analíticas y de 

diagnóstico.62 Los aptámeros poseen ventajas importantes frente a otras 
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herramientas de reconocimiento molecular como los anticuerpos, entre las 

cuales se pueden mencionar: 61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Representación del método SELEX.60 Una biblioteca aleatorizada de 

DNA o RNA (figuras  variadas de colores) es incubada con el blanco (círculo 

verde). Las secuencias unidas (triángulos rojos y estrella verde) son eluidas y 

amplificadas para iniciar una nueva ronda de incubación con el blanco.  

 

 Se aíslan in vitro, por lo que pueden ser seleccionados contra 

sustancias tóxicas o no inmunogénicas y ser sintetizados en altas 

concentraciones con elevada reproducibilidad. 
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 Mantienen su estructura incluso después de repetidos ciclos de 

desnaturalización y renaturalizacion, recuperando su conformación 

nativa y conservando su capacidad de unión al blanco. 

 En general, son moléculas con baja inmunogenicidad y baja 

toxicidad debido a que usualmente los ácidos nucleicos no son 

reconocidos por el sistema inmunitario humano como agentes 

externos.  

 Tienen una alta afinidad y especificidad por algunos ligandos que no 

pueden ser reconocidos por los anticuerpos, como iones o moléculas 

muy pequeñas.  

 

1.2.3  Aplicaciones de los aptámeros 

 

Numerosas investigaciones han estudiado a los aptámeros como 

herramientas en diversas áreas. El uso de un aptámero en la fase 

estacionaria de una columna cromatográfica para la eficiente separación 

de enantiómeros; la detección de una proteína por electroforesis capilar 

mediante la fluorescencia emitida por el complejo proteína-aptámero 

marcado, y el uso de aptámeros como biocomponentes en biosensores, 

son algunos ejemplos de aplicaciones analíticas en donde los aptámeros 

han sido útiles.59 

Los aptámeros también han sido usados como agentes de diagnóstico, 

para el reconocimiento de proteínas comúnmente sobreexpresadas en 

carcinomas,  con la finalidad de detectar el crecimiento o proliferación de 

tumores.63,64 

Uno de los ejemplos más importantes del uso de aptámeros como agentes 

terapéuticos es el aptámero que se une al factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF); el VEGF está implicado en la inducción patológica del 



INTRODUCCIÓN 

  
 

18 
 

crecimiento de vasos sanguíneos.65 Este aptámero, comercialmente 

llamado MacugenTM, fue el primero en ser aprobado por la FDA y 

comercializado para el tratamiento de la forma húmeda de degeneración 

macular asociada a la edad.66 

1.2.4.  Modificaciones químicas a los aptámeros. 

 

La principal desventaja de los aptámeros en aplicaciones biológicas, es su 

susceptibilidad a la degradación por nucleasas. Este problema ha sido 

parciamente resuelto a través de la incorporación de modificaciones 

químicas que impiden el reconocimiento de las nucleasas.  

 

La protección del extremo 3´, mediante la conjugación de una timidina 

invertida o biotina,  es una estrategia usada para proteger al aptámero de 

la degradación por las 3´-exonucleasas. Las modificaciones al anillo de 

ribosa, adicionando un grupo flúor (2´-F) o amino (2´-NH2), y el reemplazo 

del enlace fosfodiester por metilfosfonatos o fosforotioatos, son otras 

estrategias comúnmente usadas para incrementar la resistencia a 

nucleasas.  

 

Por otra parte, los aptámeros de menor tamaño son susceptibles a la 

rápida excreción renal. Para resolver éste problema, se han añadido 

moléculas a los extremos 3´ y 5´ del aptámero como colesterol, lípidos y 

polietilenglicol (PEG). Estas moléculas incrementan el tamaño e impiden la 

filtración renal, resultando en un mayor tiempo de circulación.67 Así, el uso 

de aptámeros en aplicaciones biológicas ha ido mejorando a lo largo del 

tiempo.  
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ANTECEDENTES 
 

 

Previamente, nuestro equipo de investigación aisló y caracterizó el 

aptámero de RNA Sc5c3 que se une con alta afinidad y especificidad a 

VLPs formadas por la proteína L1 de VPH16. 68 

La estructura del aptámero consta de 58 nucleótidos que forman un tallo 

de 6 nucleótidos (S1) seguido por una pequeña burbuja simétrica (B1), un 

segundo tallo (S2) de 4 nucleótidos, un loop principal (ML) de 16 

nucleótidos y finalmente una región 3´ no estructurada (UR) (Figura 13A).  

  

 

 

  

 

 

Figura 13. Estructura secundaria de los aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18.68 A) 

Estructura del aptámero completo. Se indica la posición de los tallos (S1 y S2), la 

burbuja (B1), el loop principal (ML) y la región no estructurada (UR). B) Simulación 

in silico de la estructura del aptámero Sc5c3Δ18. 

2 
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La región ML alberga nucleótidos importantes para la especificidad del 

aptámero. Particularmente, la modificación de los nucleótidos 15 al 28 en 

la región ML, disminuyó de forma importante la especificidad del 

aptámero. En contraste, la deleción de 18 nucleótidos del extremo 3´ 

(Figura 13B), condujo a un incremento de 40% en la unión, sin afectar la 

especificidad; por lo que esta versión corta, denominada Sc5c3Δ18, 

también podría ser útil en diversas aplicaciones biotecnológicas.  

Los ensayos de unión mostraron una fuerte interacción entre el aptámero y 

las VLPs, con una constante de disociación (Kd) de 0.05 pM. Esta 

interacción parece ser más estable que la descrita para VPH33 y la 

superficie celular (Kd 100 pM), sugiriendo que la unión del aptámero con la 

cápside de VPH, podría impedir la interacción del virus con la superficie 

celular y de ésta forma evitar la infección. 

Previas investigaciones han mostrado que es posible usar un aptámero 

para bloquear la infección de un virus y en general, se ha observado que 

los aptámeros que han sido aislados contra proteínas de la cápside, 

inhiben la infección viral al bloquear la interacción con el receptor 

celular.69  

Liu y su grupo de trabajo, aislaron aptámeros de RNA capaces de unirse 

fuertemente a partículas infectivas de citomegalovirus humano (CMVH). 

Para probar si los aptámeros eran capaces de inhibir la infección, los 

aptámeros y partículas infectivas de CMVH, se pre-incubaron antes de 

realizar una infección en células HFF (fibroblastos de prepucio humano). 

Las células HFF infectadas fueron cultivadas posteriormente en agarosa. 

Los resultados mostraron que dos de los aptámeros fueron capaces de 

reducir la formación de placas virales de manera dosis-dependiente. 

Además, se mostró la disminución de la producción de virus en células 

infectadas con CMVH pre-tratados con los aptámeros y la disminución de 
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la expresión de IE72, una proteína viral que se expresa inmediatamente 

después de la infección. Estos resultados conjuntos, mostraron que la 

infección por CMVH podía ser bloqueada por los aptámeros.70  

Joen y su grupo de investigación aislaron un aptámero de DNA 

denominado C-735M que se une a una región conservada de 

hemaglutinina (HA). HA es expresada en la envoltura del virus de la 

influenza aviar y participa en la interacción del virus con los receptores en 

la superficie celular (oligosacáridos que contienen ácido siálico). La 

actividad antiviral de C7-35M fue medida, mostrando que la exposición de 

un cultivo de células MDCK al virus de la influenza aviar, conducía a la 

muerte de prácticamente todas las células; mientras  que la viabilidad 

celular se incrementó, de forma dosis-dependiente, al tratar las células con 

el aptámero. Finalmente, fue posible alcanzar hasta un 55% de inhibición 

de la infección viral usando 1 nmol del aptámero.71 

Zhu y su equipo de trabajo aislaron un grupo de seis aptámeros de DNA 

contra la proteína de la cápside E1E2 del virus de la hepatitis C (VHC).  El 

VHC infecta la célula hospedera a través de la interacción entre E1E2 y el 

receptor celular CD81. Los investigadores encontraron que los niveles de 

RNA viral intracelular y los niveles de virus infecciosos extracelulares, 

disminuían cuando la infección se realizaba en presencia de los 

aptámeros, mostrando con ello que los aptámeros podían inhibir la 

infección de VHC.72 

 

Estos trabajos sentaron un precedente positivo para el presente trabajo, el 

cual propuso usar el aptámero Sc5c3 para inhibir la infección de VPH16.  
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JUSTIFICACIÓN 
 

El cáncer cervical es el segundo tipo de cáncer más común en mujeres en 

el mundo. Virtualmente todos los casos de cáncer cervical, están 

asociados a algún tipo de VPH de alto riesgo, especialmente a VPH16.  

Cada año, más de 270 000 mujeres mueren de cáncer cervical y el 85% de 

las muertes suceden en países de bajos y medianos recursos.  

A la fecha, se han desarrollado y comercializado vacunas que previenen 

la infección de VPH; sin embargo, en México, las campañas de 

vacunación están dirigidas a niñas entre 11 y 13 años, dejando 

desprotegidas a mujeres que no cumplen estas características y a niños 

que eventualmente podrían convertirse en portadores del virus. 

Adicionalmente, la vacuna incluye tres aplicaciones independientes, cada 

una con un elevado costo; lo que reduce aún más el segmento de la 

población que tiene acceso a la inmunización. Dado lo anterior, el 

desarrollo de herramientas que complementen a la vacuna y que sean de 

más fácil acceso es una necesidad   

El presente trabajo propuso probar la capacidad del aptámero Sc5c3 para 

bloquear la infección por VPH y que esto sirviera como base para el 

desarrollo de una herramienta de control de la infección por VPH16 de 

fácil producción y de fácil acceso. 
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HIPÓTESIS 
 

 

La unión del aptámero Sc5c3 con pseudovirus de VPH16, impedirá el 

contacto de la cápside viral con la superficie celular, inhibiendo el proceso 

de pseudoinfección.  

4 
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OBJETIVOS 

 

 

5.1  Objetivo general 
 

Inhibir la infección del virus del papiloma humano tipo 16 usando 

aptámeros de ácidos nucleicos dirigidos contra la proteína L1 de VPH16. 

 

5.2  Objetivos específicos 

 

1.-  Producir pseudovirus de VPH16 formados por L1 y L2 y usando YFP como 

gen reportero. 

2.- Evaluar la capacidad de los aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18  para 

bloquear la infección por VPH16.  

3.-  Producir partículas tipo virus (VLPs) de VPH16 con mutaciones en 

aminoácidos involucrados en el reconocimiento de HS 

4.- Analizar la interacción de las VLPs mutantes con los aptámeros Sc5c3 y 

Sc5-c3Δ18 mediante análisis de asociación molecular.  

5.- Proponer un modelo de la inhibición de la infección de VPH16 por 

aptámeros. 

5 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1  Cultivo celular. 
 

Las células 293TT se cultivaron en placas de 100 mm a 37 °C y 5% de CO2 

usando medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham MA) suplementado con  5% de suero fetal bovino 

(FBS) (Thermo Fisher Scientific), 100 IU/mL de ampicilina, 100 µg/mL de 

estreptomicina (PAA Laboratories Inc., ON Canada)  y 200 μg/mL de 

higromicina (Thermo Fisher Scientific) 

Para la producción de VLPs, las células Sf-21 de Spodoptera frugiperda 

(Thermo Fisher Scientific) se cultivaron en botellas T-75 a 26 °C en medio SF 

900-ll (Thermo Fisher Scientific)  libre de suero. 

6.2  Plásmidos y oligonucleótidos. 
 

Todos los oligonucleótidos se adquirieron de T4 oligo™ (ADN Sintético 

S.A.P.I., Gto., Mexico).  

Los primers FwL1XhoI (5’-ATC TCG AGT AAT GAG CCT GTG GC-3’) y 

RvL1HindIII-EcoRI (5’-CGG CCA TGA ATT CAA AAA GCT TCA CAG CTT CCT 

CTT-3’) se usaron para amplificar las secuencias de L1 mutantes.  

6 



MATERIALES Y MÉTODOS  

  
 

26 
 

Los plásmidos p16L1h y p16L2h fueron gentilmente donados por el Doctor 

John T. Schiller (Laboratory of Cellular Oncology, Center for Cancer 

Research, NIH). 

El plásmido p16SheLL se adquirió de Addgene (Cambridge MA).  

El plásmido pSVLYFP se construyó mediante la inserción del gen YFP, 

derivado del plásmido pEYFP (BD Biosciences Clontech), en el vector de 

expresión pSVL (GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh PA). 

 

6.3  Producción de aptámeros. 

 

Los aptámeros se produjeron mediante transcripción in vitro siguiendo el 

protocolo previamente descrito.73 Brevemente, los aptámeros se 

amplificaron mediante PCR y el producto fue transcrito usando T3 RNA 

polimerasa (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El RNA obtenido se separó en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida (acrilamida-bis acrilamida 29:1 al 8%, urea 7M). La banda 

correspondiente al producto completo se recuperó, se colocó en buffer de 

elución ( Acetato de amonio 0.5 M, EDTA 1mM y SDS 0.1%) y se incubó a 4 

°C durante toda la noche. El RNA eluido se purificó mediante extracción 

fenólica con TRIzol® (Invitrogen) seguida de precipitación con isopropanol.  

En el caso de los aptámeros marcados radioactivamente, el UTP de la 

reacción de transcripción se sustituyó por 1μL de α-[32P]-UTP (111 

TBq/mmol). El procedimiento fue exactamente el mismo, teniendo las 

precauciones pertinentes para el uso de material radiactivo. 
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6.4  Producción de pseudovirus (PsVs) de VPH16. 
 

Los pseudovirus (PsV) se produjeron con base en el método previamente 

descrito.74 Se inocularon 5 millones de células 293TT en una placa de 

100mm (Corning) y se incubaron durante 14 horas en DMEM suplementado 

con FBS y antibióticos. Al día siguiente, se colocaron 15 µg de pSVLYFP con 

15 µg de p16L1h y 15 µg de p16L2h; o bien 15 µg de pSVLYFP con 27 µg de 

p16sheLL, en 0.5 mL de OptiMEM® (Thermo Fischer Scientific) y en otro tubo 

16 µL de Lipofectin® (Thermo Fischer Scientific) con 0.5 mL de OptiMEM®. 

Ambas preparaciones se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo, los plásmidos y el agente transfectante se 

mezclaron y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y 

luego la mezcla se adicionó a las células 293TT en 4 mL de medio de 

OptiMEM®. El cultivo se incubó durante 6 horas y posteriormente se cambió 

el medio por DMEM suplementado con FBS y antibióticos. 72 horas post-

transfección, las células se cosecharon, se lavaron con DPBS (KCl 2.67 mM, 

KH2PO4 1.47 mM, NaCl 137.93 mM y Na2HPO4-7H2O 8.06 mM; pH 7.4) y se 

resuspendieron en DPBS-Mg (DPBS adicionado con 9.5 mM de MgCl2) 

suplementado con Brij 58 a una concentración final de 0.25%. La mezcla se 

incubó a 37 °C durante 24 horas para su maduración. El lisado maduro se 

adicionó con Benzonasa® (Sigma-Aldrich) a una concentración final de 

0.1% durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 0.17 volúmenes de 

NaCl 5M, se incubó en hielo durante 10 minutos y se clarificó por 

centrifugación a 2000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se recuperó 

y se colocó en un gradiente de OptiPrep™ (Sigma) y se sometió a 

ultracentrifugación a 170,000 x g, a 16 °C durante 20 h. La fracción del 

gradiente que contenía los PsVs se recuperó y se filtró a través de una 

columna de Sephadex® G25 column (GE Healthcare Biosciences) usando 

DPBS-0.5 M NaCl. La producción de PsVs se verificó mediante 
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inmunotransferencia de la proteína L1 y por microscopía de transmisión 

electrónica. Los PsVs se almacenaron a 4 °C hasta su uso. 

 

6.5  Inmunotransferencia. 
 

15 µg de VLPs o 1 µg de PsVs se colocaron en un volumen de  buffer 

Laemmli 2X (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, glicerol 25%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 

2% (v/v), azul de bromofenol 0.01% (p/v)) y se llevaron a ebullición durante 

5 minutos. Las proteínas desnaturalizadas se cargaron en un gel de 

poliacrilamida para su separación. La electroforesis se llevó a cabo 

utilizando un gel concentrador al 4% (Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, SDS 0.1% (p/v)) y 

un gel separador al 8% (Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, SDS 0.1% (p/v)) en buffer TGS 

(Tris 25mM pH 8.3, glicina 192mM, SDS 0.1% (p/v)) durante 1 hora a 125 volts. 

El gel se transfirió a una membrana de PVDF (Millipore Corporation, Bedford 

MA) usando buffer de transferencia (Tris-base 25mM, glicina 192mM, 

Metanol 20% (v/v)) y dos ciclos de turbo blot para mini geles en un 

Transblot® (Trans-Blot®Turbo™Transfer System Bio-Rad). Las membranas se 

bloquearon con leche (Svelty descremada en polvo) al 10% en DPBS-

Tween (DPBS adicionado con Tween 0.1% v/v) y posteriormente se 

incubaron con el anticuerpo primario diluido en DPBS-Tween a la 

concentración indicada en el cuadro 2, en agitación suave durante 16 

horas. El anticuerpo secundario se diluyó según lo indicado en el cuadro 2 

en PBS-Tween adicionado con 1.5% de leche y se incubó con las 

membranas durante 2 horas. Finalmente, las membranas se lavaron 3 

veces con 25 mL de PBS-Tween 0.1%  durante 20 minutos y se revelaron con 

la solución LuminataTM Classico (EMD Millipore, Billerica MA) en un C-DiGit® 

Blot Scanner (LI-COR Biosciences Inc., Lincoln NE) usando el protocolo 

estándar.  
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6.6  Microscopía electrónica de transmisión. 

  

Aproximadamente 20 μL de PsVs se colocaron sobre una rejilla de cobre 

200 mesh con una membrana de Formvar/carbón. Se permitió la adsorción 

durante 3 minutos y luego se retiró el exceso de líquido. Se adicionaron               

20 μL de acetato de uranilo al 2% para realizar la tinción, luego de dos 

minutos se retiró el exceso de líquido y las membranas se almacenaron 

para su posterior análisis.  

 

Cuadro 2.  Anticuerpos usados en la inmunotransferencia 

Anticuerpo Concentración  

HPV16 L1 (289-16981), mouse IgG Monoclonal.                             

(Santa Cruz Biotecnology. Cat. SC57834) 

400 ng/mL 

HPV16 L2 (B14), mouse IgG Monoclonal.                                

(Santa Cruz Biotehnology. Cat.SC138) 

400 ng/mL 

Donkey anti-mouse IgG-HPR.                                             

(Santa Cruz Biotehnology. Cat.SC2314) 

200 ng/mL 

 

6.7.- Titulación del stock viral. 

 

La infectividad de los PsVs se determinó por el número de células 

fluorescentes generadas por 1 μL de stock viral. 1x105 células 293TT se 

inocularon en cada pozo de una placa de 24 pozos. Después de 16 horas, 

se inoculó 1 µL del stock de PsVs en al menos 3 pozos y el cultivo se incubó 

por 72 h. Transcurrido este tiempo, las células se cosecharon, se 

recuperaron por centrifugación, se lavaron con 1mL de DPBS y luego se  

resuspendieron en 0.5 mL del mismo buffer. El número de células 

fluorescentes  se cuantificó mediante citometría de flujo. Cada célula 

fluorescente se consideró una unidad infecciosa (UI). La infectividad se 

determinó como el promedio de al menos tres mediciones. La linealidad 
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de éste método se conserva sólo hasta el 25% de células infectadas,74 por 

lo que para la cuantificación de PsVs muy concentrados se realizaron 

diluciones seriadas.  

 

6.8  Producción de partículas tipo virus (VLPs). 
 

Las partículas tipo virus (VLPs) de VPH16 se produjeron con base en un 

método antes descrito. 73,75 Las secuencias de L1 silvestre y mutantes 

(gentilmente donadas por el Doctor Martin Sapp. Department of 

Microbiology and Immunology. LSU Health Sciences Center) se amplificaron 

usando los primers FwL1XhoI y RvL1HindIII-EcoRI, y se clonaron en el 

plásmido pFastBac del kit Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System 

(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 

baculovirus recombinantes obtenidos se usaron para infectar células Sf21 

en proliferación en medio Sf900-ll a 26 °C durante 72 horas. Transcurrido 

este tiempo las células se cosecharon, se resuspendieron en DPBS-Mg y se 

lisaron por sonicación en un equipo GEX 130 PB (Cole-Parmer Instrument 

Co., Vernon Hills IL). Posteriormente, se siguió el protocolo para maduración 

descrito en la sección de “Producción de pseudovirus (PsVs) de VPH16”. El 

clarificado se purificó en un gradiente isopícnico de CsCl al 27 % a 170,000 

x g, a 16 °C durante 20 h. La banda correspondiente a las VLPs se recuperó 

y la presencia de L1 se verificó mediante inmunotransferencia. Las 

preparaciones se almacenaron a 4 °C hasta su uso.  

6.9  Ensayos de unión.  
 

Se preparó una mezcla de interacción con 500 ng de VLPs o PsVs, 2 pmol 

de aptámero marcado radioactivamente y 40 U de inhibidor de 

ribonucleasas Ribolock® (Thermo Fischer Scientific) en un volumen final de 
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80 μL de DPBS. La mezcla se incubó en agitación suave a temperatura 

ambiente durante 30 minutos y luego se colocó en un sistema de slot blot 

previamente reportado.73,76 El slot blot se ensambló con una membrana de 

nitrocelulosa (NC) (GE Healthcare Biosciences) sobre una membrana de 

nylon (NY) (GE Healthcare Biosciences). Las membranas NC y NY retienen 

los complejos RNA-proteína y el RNA libre, respectivamente. Antes y 

después de colocar las mezclas de interacción, los pozos del sot blot se 

lavaron con 1 mL de PBS. Posteriormente, las membranas se expusieron a 

una placa de almacenamiento fluorográfico y luego se leyó en un escáner 

fluorográfico Typhoon 8600. La imagen se analizó con el software 

ImageQuant 5.2 para determinar el porcentaje de radiactividad en cada 

membrana  

6.10  Inhibición de la pseudo-infección de VPH16. 

 

Se inocularon 1x105 células 293TT en cada pozo de una placa de 24 pozos 

y se incubaron a 37 °C y 5% de CO2 durante 16 h. Posteriormente, se retiró 

cuidadosamente el medio de cultivo y se adicionó 0.5 mL de DMEM libre 

de suero y antibióticos pre-calentado a 37 °C y se incubó durante 1 hora 

más. Las células 293TT se desprenden fácilmente durante el cambio de 

medio por lo que es necesario permitir que se adhieran nuevamente a la 

placa antes de continuar con el protocolo. Por otra parte, se prepararon 

las mezclas de infección con 5000 UI de PsVs, 80 U de Ribolock® y 

concentraciones crecientes de los aptámeros, tRNA o heparina, en un 

volumen final de 80 μL de DPBS. Las mezclas de infección se incubaron en 

agitación suave durante 20 min a temperatura ambiente y luego se 

adicionaron a las células 293TT. Se permitió la adsorción del virus durante 20 

minutos y luego el medio se reemplazó por 1 mL de DMEM adicionado e 

FBS y antibióticos pre-calentado a 37 °C. Las células se incubaron a 37 °C y 

5% de CO2 durante 72 h y posteriormente se evaluaron mediante 
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microscopía de fluorescencia y se prepararon para ser cuantificadas por 

citometría de flujo.  

 

6.11  Citometría de flujo. 
 

Las células 293TT de los ensayos de inhibición de la infección y para 

cuantificación del título viral, se cosecharon mediante tripsinización y se 

recuperaron en un microtubo mediante centrifugación. El botón celular se 

lavó con 1 mL de PBS y posteriormente se resuspendió en 0.5 mL de PBS. El 

número de células fluorescentes se cuantificó en un citómetro FACScalibur 

(BD Biosciences, San Jose CA). La excitación se realizó con un láser de 

Argón de 488 nm y se colectó la fluorescencia emitida con un filtro de paso 

de banda a 530/30 nm (FL1). Se leyeron 1x104 eventos por muestra. 

 

6.12  Análisis estadístico. 

 

Se usó una prueba de comparación múltiple de Dunnett o una prueba de 

diferencia mínima significativa (LSD) de Fischer, según fuese apropiado. La 

prueba estadística usada y la significancia se indicaron en cada 

experimento.  

Las pruebas se realizaron usando el software GraphPad Prism 7.0.
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RESULTADOS 
 

 

7.1  Producción de pseudovirus (PsVs) de VPH16. 

 

La producción de pseudovirus (PsVs) está basada en la co-expresión de las 

proteínas L1 y L2, las cuales ensamblan de forma espontánea la cápside 

de VPH y encapsidan el plásmido reportero (pseudogenoma) pSVLYFP. Los 

PsVs mimetizan el proceso de infección de los virus nativos resultando en la 

expresión de la proteína reportera YFP.  

Los PsVs se produjeron co-transfectando en células 293TT, los plásmidos 

p16L1h y p16L2h que codifican las proteínas L1 y L2 de VPH16, 

respectivamente. Para caracterizar los PsVs, se verificó la expresión de L1, 

L2 y YFP mediante inmunotransferencia. La inmunotransferencia mostró la 

presencia de una banda de aproximadamente 28 kDa correspondiente a 

YFP (Figura 14A) y una banda ligeramente mayor a 55 KDa que confirma la 

expresión de L1 (Figura 14B); sin embargo, no se observó la banda 

correspondiente a L2  (Figura 13C). 

A pesar de que no fue posible observar la presencia de L2, se procedió a 

evaluar la funcionalidad de los PsVs mediante la infección de un cultivo de 

7 
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células 293TT. 72 horas después de la infección, las células presentaron 

fluorescencia (Figura 15), demostrando que los PsVs se internalizaron y 

liberaron el plásmido reportero, y sugiriendo que L2 sí se encontraba  

presente en los PsVs ya que ésta es indispensable para la encapsidación 

del genoma y la entrada del virus a la célula.77 Así, es posible que L2 se 

estuviera expresando en bajas cantidades, pero suficiente para conseguir 

la infección.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Caracterización de los PsVs de VPH16. Inmunotransferencia  de los 

pseudovirus producidos usando los plásmidos p16L1h y p16L2h. Las flechas indican 

las bandas  correspondientes a las proteínas (A) YFP,  (B) L1 VPH16 y  (C) L2 VPH16.  

 

 

 

 

 

 

  

Figura 15. Infección de células 293TT con PsVs de VPH16. A) Microscopía de 

campo claro de células 293TT infectadas con PsVs de VPH16.  B) Microscopía de 

fluorescencia de células 293TT, 72 horas después de la infección con PsVs de 

VPH16. 
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Como parte de la caracterización, se realizó una microscopía electrónica 

de transmisión de los PsVs. La microscopía mostró estructuras poliédricas de 

aproximadamente 50 nm con superficie irregular (Figura 16), como se ha 

descrito para los viriones nativos de VPH.18,78 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Microscopía electrónica de transmisión de PsVs de VPH16. Se observan 

estructuras de aproximadamente 50 nm, similares a los virus nativos de HPV. La 

escala se indica con una barra negra.  

 

Estos resultados mostraron la correcta producción de PsVs y su utilidad para 

ser empleados como modelo de infección de VPH16.  

 

7.2  Efecto del heparán sulfato (HS) en la unión Sc5c3- VLPs. 
 

La infección de VPH comienza con la interacción de la cápside con 

heparán sulfato (HS) expuesto en la matriz extracelular o sobre la superficie 

celular. Considerando la elevada afinidad de Sc5c3 por las VLPs (Kd=0.05 

pM), y que ésta es mayor a la reportada para VPH33 y la superficie celular 
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(Kd=100 pM), el aptámero podría ser una herramienta para bloquear la 

interacción VPH-HS, y de esta manera inhibir la infección.  

Como ensayo preliminar para probar la capacidad inhibitoria de Sc5c3,  se 

realizó un ensayo de unión entre el aptámero y las VLPs en presencia de 

HS. Para tal efecto, se incubaron cantidades fijas de VLPs y Sc5c3 marcado 

radioactivamente con cantidades crecientes de HS, heparina y condroitin 

sulfato. Luego, las mezclas de unión se separaron en un equipo de slot blot 

ensamblado con una membrana de nitrocelulosa (NC), que retiene el 

complejo aptámero-proteína y una membrana de nylon (NY), que retiene 

el aptámero libre. Así, la radioactividad presente en cada membrana, 

permite establecer la fracción de aptámero unido a la proteína y la 

fracción de aptámero libre.  

La heparina y el condroitin sulfato son glucosaminoglicanos similares al HS. 

El HS y la heparina tienen básicamente la misma estructura; sin embargo, el 

grado de sulfatación en la heparina es mayor, mientras que en el 

condroitin sulfato, los grupos sulfato se encuentran en una posición 

diferente  (Figura 17). 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estructura del HS, heparina y condrotin sulfato. Las tres moléculas están 

formadas por un ácido urónico y un azúcar; sin embargo difieren en el grado y 

posición de los grupos sulfato. Se marca en líneas punteadas rojas la  posición de 

los grupos sulfato en cada molécula. 

 

Se ha mostrado que las características estructurales del HS y la heparina 

permiten que intervengan en la interacción VPH-HS inhibiendo la 
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infección,23,79 por lo que la heparina se usó como control positivo. Por otra 

parte, el condroitin sulfato no tiene efecto en la infección, posiblemente 

debido a que la posición del grupo sulfato no promueve la interacción con 

la cápside; y por ello fue usado como control negativo en los ensayos de 

unión.79,80 

Los resultados mostraron que la presencia de HS genera una disminución 

dosis- dependiente de la unión de Sc5c3 a las VLPs. La heparina también  

disminuyó la unión de Sc5c3; sin embargo, su efecto fue mayor que el 

generado por HS, probablemente debido a su alto contenido de grupos 

sulfato. Como se esperaba, el condroitin sulfato no tuvo un efecto en la 

unión de Sc5c3 (Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efecto del HS en la unión de Sc5c3. Panel superior: Radioactividad 

residual en las membranas de nitrocelulosa (NC) y nylon (NY) del ensayo de unión 

Sc5c3-VLPs en presencia de HS, heparina o condroitin sulfato. Se incluyó un 

control sin proteína (SP).  Panel inferior: Cuantificación de la radiactividad residual 

en cada membrana. Los resultados se muestran de forma relativa a la unión 

Sc5c3-VLPs sin competidor y representan el promedio y la desviación estándar de 

tres ensayos independientes.  
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Estos resultados mostraron que la presencia de HS afecta negativamente la 

unión del aptámero con las VLPs y sugiere que de forma semejante, el 

aptámero podría afectar negativamente la interacción HS-VLPs. Así, Sc5c3 

podría ser empleado para impedir la interacción de la cápside viral con el 

HS celular y de esta forma inhibir la infección.   

Considerando la disponibilidad y el efecto potenciado de la heparina 

frente al HS, en adelante la heparina fue usada como análogo del HS y se 

usó como control positivo.  

7.3  Unión de Sc5c3 a PsVs de VPH16.  
 

Tanto los PsVs como las VLPs son virtualmente indistinguibles del virión 

nativo; sin embargo, se realizó un ensayo de unión para demostrar que 

Sc5c3, inicialmente aislado contra VLPs, conservaba su capacidad de 

unión y reconocía a los PsVs. Para ello, se preparó una mezcla de 

interacción con el aptámero marcado radioactivamente y VLPs, PsVs o 

BSA. Los resultados mostraron que el aptámero se une indistintamente a las 

VLPs y a los PsVs de VPH16. Como controles se incluyeron una mezcla de 

interacción sin proteína (NP) y otra con la proteína BSA, por la cual el 

aptámero no presentó afinidad (Figura 19).  

7.4  Inhibición de la infección de PsVs de VPH16 usando 

aptámeros.  

 

Los PsVs son estructuras cuya cápside es indistinguible de los virus nativos 

de VPH, sin embargo, llevan el plásmido reportero pSVLYFP en lugar del 

genoma de VPH. Los PsVs mimetizan la entrada de VPH a la célula 

liberando el plásmido reportero y en consecuencia la proteína YFP es 

expresada. De esta forma, la presencia de fluorescencia en una célula que 
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fue expuesta a PsVs, se interpreta como una infección eficiente o 

pseudoinfección.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Unión del aptámero Sc5c3 a PsVs de VPH16. Panel superior: Membranas 

de nylon (NY) y nitrocelulosa (NC) del ensayo de unión de Sc5c3-PsVs. Panel 

inferior: Cuantificación de la fracción de Sc5c3 unida a VLPs, PsVs o BSA. SP, 

control sin proteína. Se muestra el promedio y la desviación estándar de tres 

experimentos independientes.  

 

Para mostrar que los aptámeros tenían la capacidad de inhibir la infección 

de VPH16, los PsVs se incubaron con 30μM de Sc5c3, Sc5c3Δ18, tRNA, 

como control negativo o heparina como control positivo, antes de infectar 

un cultivo de células 293TT. A 72 horas después de la infección, las células 

se evaluaron mediante microscopía de fluorescencia donde se observó 

una clara disminución de la fluorescencia en los cultivos tratados con 

Sc5c3, Sc5c3Δ18 y heparina, respecto al control no tratado (NT) (Figura 

20A). El cultivo tratado con tRNA no presentó cambios respecto a NT.  

Posteriormente, el número de células infectadas se cuantificó por 

citometría de flujo. Los resultados mostraron que la pre-incubación de los 

PsVs con Sc5c3, ocasionó una disminución del 61% en el número de células 

fluorescentes (Figura 20B). El tratamiento con Sc5c3Δ18 disminuyó la 

fluorescencia en aproximadamente 55%; sin embargo,  el análisis 
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estadístico indicó que no existía diferencia significativa entre el tratamiento 

con Sc5c3 y con Sc5c3Δ18 (prueba de LSD de Fisher, n=3, α=0.01). Como se 

esperaba, el control negativo tRNA no generó un efecto significativo y la 

heparina inhibió en 80% la infección. Estos resultados mostraron que los 

aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18 tenían la capacidad de inhibir la infección 

de PsVs de VPH16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Inhibición de la infección de PsVs de VPH16 A) Microscopía de 

fluorescencia de células 293TT infectadas con PsVs preincubados con Sc5c3, 

Sc5c3Δ18, tRNA o heparina. B) Cuantificación por citometría de flujo de las células 

infectadas con PsVs pre-incubados con Sc5c3, Sc5c3Δ18, tRNA o heparina. Los 

resultados se presentan relativos al control no tratado (NT) y representan el 

promedio y la desviación estándar de tres ensayos independientes. *Disminución 

significativa de la infección respecto al control no tratado (NT) (Prueba de 

Dunnett, n=3, α=0.01) 
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Para respaldar este resultado, la pre-incubación de los  PsVs y los 

aptámeros se realizó en presencia de RNAsa A;  así, la degradación de los 

aptámeros por la RNAsa A, resultaría en la restauración de la capacidad 

infectiva de los PsVs.  La cuantificación citométrica de las células 293TT 

infectadas mostró que en efecto, los cultivos tratados con Sc5c3 y 

Sc5c3Δ18, tuvieron los mismos niveles de fluorescencia respecto al control 

no tratado (Figura 20); demostrando que la actividad inhibitoria reside en el 

RNA.  

Como control adicional de especificidad, se usó una mutante del 

aptámero Sc5c3 previamente caracterizada (C27A). La mutante C27A 

tiene un cambio de citosina por adenina en la posición 27 y carece de 

capacidad de unión a las VLPs.58 La falta de unión de C27A, implica que 

tampoco podría inhibir la infección, por lo que resulta un excelente control 

para demostrar que la inhibición de la infección es causada por la unión 

específica de Sc5c3 con la cápside viral. Para mostrar esto, los PsVs se pre-

incubaron con Sc5c3, C27A o heparina y luego se infectaron células 293TT. 

La cuantificación citométrica mostró que el aptámero disminuyó la 

infección a los niveles antes observados (aproximadamente 50%); mientras 

que la mutante C27A no tuvo efecto significativo en los niveles de 

infección. La heparina mostró los niveles de inhibición previamente 

observados (aproximadamente 70%) (Figura 21). 

Estos resultados en conjunto, demostraron la capacidad inhibitoria de los 

aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18  y sugieren que tienen potencial para ser 

aplicados in vivo en el control de la transmisión del VPH. 
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Figura 21. Efecto inhibitorio de la mutante C27A. Cuantificación por citometría de 

flujo de las células infectadas con PsVs pre-incubados con Sc5c3, la mutante 

C27A o heparina. Los resultados se presentan relativos al control no tratado (NT) y 

representan el promedio y la desviación estándar de dos ensayos independientes. 

*Disminución significativa de la infección respecto al control no tratado (NT) 

(Prueba de Dunnett, n=2, α=0.01) 

 

7.5  Efecto dosis-respuesta de los aptámeros. 

 

Para evaluar el efecto dosis-respuesta de los aptámeros, los PsVs fueron 

pre-incubados con 5, 10, 20 o 30 μM de Sc5c3, Sc5c3Δ18 o heparina antes 

de infectar un cultivo celular. Las células 293TT fueron observadas por 

microscopía electrónica 72 horas después de la infección y cuantificadas 

mediante citometría de flujo (Figura 22). 

El tratamiento con Sc5c3 alcanzó saturación a 10 μM (60% de inhibición), 

comparable al efecto generado por la heparina;  sin embargo, aunque a 

altas concentraciones Sc5c3 y Sc5c3Δ18 tienen un efecto muy similar, a 

bajas concentraciones la inhibición causada por Sc5c3Δ18 es menor, 

sugiriendo que aunque la región 3´UR del aptámero no es indispensable 

para la unión, podría estar desempeñando un papel importante en la 

estabilidad del complejo.  
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Figura 22. Inhibición de la infección de PsVs de VPH16 en función de la 

concentración de aptámero. A) Microscopía de fluorescencia de células 293TT 

infectadas con PsVs preincubados con concentraciones crecientes de  Sc5c3, 

Sc5c3Δ18 o heparina. B) Cuantificación por citometría de flujo de las células 

infectadas con PsVs pre-incubados con concentraciones crecientes de Sc5c3, 

Sc5c3Δ18 o heparina. Los resultados se presentan relativos al control no tratado (0 

μM) y representan el promedio y la desviación estándar de tres ensayos 

independientes. 

 

7.6  Infección de diversas líneas celulares con PsVs de VPH16.  
 

El receptor celular primario de VPH (HS) se expresa de forma ubicua, por lo 

que, virtualmente cualquier célula puede ser infectada por VPH. El modelo 
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de infección de PsVs en células 293TT ha sido ampliamente usado para el 

estudio de la biología del VPH; sin embargo, con la intención de usar un 

modelo celular más cercano al natural, decidimos infectar la línea celular 

HaCaT (queratinocitos de piel de adulto inmortalizados espontáneamente) 

y probar la inhibición de la infección por los aptámeros. 

Para ello, un cultivo de células HaCaT fue inoculado con PsVs de VPH16; sin 

embargo, 72 horas después de la infección, no se observó fluorescencia 

(Figura 23), a diferencia de la línea celular 293TT que fue usado como 

control positivo y presentó la fluorescencia habitual.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Infección de células HaCaT.  A) Microscopía de células HaCaT 

infectadas con PsVs de VPH16. A la derecha la microscopía de campo claro y a 

la izquierda la microscopía de fluorescencia. B) Microscopía de células 293TT 

infectadas con PsVs de VPH16. A la derecha la microscopía de campo claro y a 

la izquierda la microscopía de fluorescencia. 

 

El plásmido reportero pSVLYFP tiene un origen de replicación de SV40 y las 

células 293TT están modificadas para sobreexpresar el antígeno T grande 
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de SV40, de tal forma que el plásmido reportero se replica y esto intensifica 

la señal, un evento que no sucede en otras líneas celulares. Por otra parte, 

se determinó que la capacidad infectiva de nuestro stock de PsVs era al 

menos diez veces menor que lo reportado en la bibliografía.81 

En un esfuerzo por obtener stock virales más concentrados e infectivos, y 

de esta forma incrementar la posibilidad de infectar HaCaT,  se adquirió la 

construcción p16sheLL, a partir de la cual se expresan las proteínas L1 y L2 

de VPH16. Al tener ambas proteínas en la misma construcción, la 

probabilidad de producir cápside infectivas era mayor (cápside formadas 

por L1, L2 y el plásmido reportero). 

Se produjo un lote de PsVs usando los plásmidos p16sheLL y pSVLYFP y se 

caracterizó mediante inmunotransferencia y microscopía electrónica de 

transmisión. La inmunotransferencia mostró la banda correspondiente a L1 

e interesantemente, la banda de L2 se pudo observar claramente, 

sugiriendo que, dado el mayor contenido de L2, estos PsVs podrían ser más 

infectivos (Figura 24A). Adicionalmente, la microscopía mostró un mayor 

número de PsVs por campo en comparación con el lote de PsVs producido 

anteriormente (Figura 24B). 

La cuantificación de la capacidad infectiva mostró que los PsVs 

producidos usando p16sheLL, fueron hasta 10 veces más infectivos (15 000 

UI/μL) que los PsVs producidos usando p16L1h y p16L2h (1500 UI/μL) (Figura 

25).   
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Figura 24. Caracterización de PsVs de VPH16 producidos con el plásmido 

p16sheLL. A) Inmunotransferencia de las proteínas L1 y L2 contenidas en los PsVs 

(flechas negras) B) Microscopía electrónica de transmisión de PsVs de VPH16 

producidos con el plásmido p16sheLL. La escala se indica con una barra negra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Cuantificación de la infectividad de PsVs de VPH16. Infectividad de PsVs 

de VPH16 producidos usando dos diferentes métodos: La co-transfección de los 

plásmidos p16L1h y p16L2h o la transfección del plásmido p16sheLL.  

 

Con este nuevo lote de PsVs, se infectó nuevamente la línea celular HaCaT 

y una batería de otros queratinocitos de diferentes orígenes; sin embargo, 
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tampoco fue posible observar fluorescencia en ninguna de las líneas 

celulares empleadas (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Infección de una batería de líneas celulares usando PsVs de VPH16.  A 

la izquierda, la microscopía de campo claro de cada línea celular; a la derecha, 

la microscopía de fluorescencia.   

 

Desconocemos la causa de este resultado; sin embargo, podría estar 

implicado el contenido natural de HS en cada línea celular y las 

modificaciones que el HS podría haber tenido a lo largo de los pasajes 

para mantener el cultivo. 

 

7.7  Inhibición de la infección usando una versión modificada de 

Sc5c3.  
 

Químicamente el RNA es menos estable que el DNA debido al grupo 

reactivo 2´-hidroxilo presente de la ribosa. Un enfoque sencillo para mejorar 

la estabilidad de los aptámeros de RNA es la transformación de los 

ribonucleótidos en desoxirribonucleótidos para generar un aptámero de 

DNA. Previamente, nuestro equipo caracterizó la unión de una versión de 
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DNA del aptámero Sc5c3; sin embargo, ésta perdió completamente la 

afinidad por las VLPs. Por otra parte, se generó un aptámero quimérico 

DNA-RNA, en el que las posiciones involucradas en la especificidad del 

aptámero se mantuvieron como ribonucleótidos mientras que las demás se 

cambiaron por desoxiribonucleótidos (Figura 27). Interesantemente, la 

quimera DNA-RNA conservó aproximadamente el 80% de unión respecto al 

aptámero Sc5c3.58  

 

 

 

 

 

Figura 27. Posiciones modificadas en el aptámero quimérico.  Las bases marcadas 

con un recuadro son importantes para la especificidad del aptámero y se 

mantuvieron como ribonucleótidos en la versión quimérica DNA-RNA del 

aptámero Sc5c3; las demás se cambiaron por desoxirribonucleótidos.    

 

Considerando estos resultados, decidimos probar si la quimera DNA-RNA 

también conservaba la capacidad inhibitoria de Sc5c3. Los PsVs se 

incubaron con 20 μM de Sc5c3, la versión quimérica, la mutante C27A 

como control negativo o heparina como control positivo. Luego, los PsVs 

tratados se usaron para infectar células 293TT. Después de 72 horas, las 

células infectadas se cuantificaron por citometría de flujo. Los resultados 

mostraron que el aptámero quimérico inhibió la infección de PsVs de 

VPH16  en niveles similares a la versión de RNA (aproximadamente 50% de 

inhibición) (Figura 28). Como se esperaba, la mutante C27A no tuvo efecto 
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significativo y la heparina alcanzó niveles de inhibición de 

aproximadamente 70%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Inhibición de la infección de PsVs de VPH16 usando un aptámero 

quimérico DNA-RNA. Los PsVs de VPH16 se incubaron con 20 μM de Sc5c3, una 

versión quimérica DNA-RNA de Sc5c3, la mutante C27A o heparina y luego se 

infectaron células 293TT. Los resultados se muestran de forma relativa al control no 

tratado (NT) y representan el promedio y la desviación estándar de tres ensayos 

independientes. *Disminución significativa de la infección respecto al control no 

tratado (NT) (Prueba de Dunnett, n=3, α=0.01). 

 

Este resultado demostró que la quimera DNA-RNA mantiene la capacidad 

inhibitoria. Además, a pesar de que la quimera presentó menos unión  a las 

VLPs que Sc5c3,58 la capacidad inhibitoria es la misma, sugiriendo que la 

inclusión de desoxirribonucleótidos en el aptámero incrementó su 

estabilidad en el medio de cultivo, permitiendo observar la misma 

capacidad de inhibición que el aptámero original.  
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7.8  Mecanismo de inhibición de la infección.  
 

Para explicar las bases moleculares de la inhibición de la infección, 

postulamos  que el aptámero se unía a los sitios de unión para HS 

localizados en la cápside viral y de esta forma evitaba la interacción de la 

cápside con el HS de la superficie celular. Para probar esta hipótesis, se 

usaron VLPs formadas por moléculas de L1 mutantes, que previamente 

habían sido  estudiadas.27 Las mutaciones están localizadas en uno o varios 

de los aminoácidos involucrados en el reconocimiento del HS y se detallan 

en el cuadro 3.  

Cuadro 3. VLPs mutantes 

Nombre de 

la mutante 
Mutaciones* 

M2 K361A 

M3 K356A 

M4 K278A 

M6 K278A, K361A 

M12 K54A, K278A, K356A, K361A 

M15 K452A 

M24 N57A, K59A, K278A, K361A, N450A, K452A 

M25 K54A, N57A, K59A, K278A, K361A, K442A, K443A 

 

*Uno o varios residuos de lisina (K) o asparagina (N) de los sitios de unión para HS 

se sustituyeron por alanina (A). Los números indican la posición del aminoácido en 

la secuencia de L1 de VPH16.  

 

La correcta producción de las VLPs se verificó mediante 

inmunotransferencia de la proteína L1, donde se observó una banda 

correspondiente a L1 (55 KDa) en las preparaciones de L1 silvestre y las 

mutantes M2, M3, M4, M6 y M24 y una banda de menor peso en las 
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preparaciones de las mutantes M12, M15, M25. La banda de 45 KDa ha 

sido observada comúnmente en las preparaciones de VLPs  de L1 silvestre 

y parece no afectar la unión del aptámero (Figura 29).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Inmunotransferencia de las VLPs mutantes. Se prepararon VLPs  con 

mutaciones en sitios importantes para la unión del HS y su producción se verificó 

mediante inmunotransferencia.  Se marca con una flecha sólida la banda de 55 

KDa correspondiente a L1 y con una flecha punteada una banda de 45 KDa 

comúnmente observada en otras preparaciones de L1 silvestre.  

 

Una vez verificadas, las VLPs se incubaron con Sc5c3 o Sc5c3Δ18 marcado 

radiactivamente para evaluar la unión de los aptámeros con cada 

mutante. Se esperaba que al mutar los sitios de unión para HS, el aptámero 

no pudiera unirse, mostrando así que Sc5c3 y HS tenían el mismo sitio de 

unión; sin embargo, el ensayo de unión no mostró diferencias significativas 

entre la unión de Sc5c3 a las VLPs silvestre (L1) y las mutantes M2, M3, M4, 

M6, M12, M15 y M24 (Figura 30). Hubo un pequeño pero estadísticamente 

significativo decremento en la unión con la mutante M25. La mutante  M25 

tiene siete mutaciones en la secuencia de L1, lo que de forma global 

representa una pérdida importante de la carga positiva de la VLP. De 

antemano, sabemos que existe un porcentaje de aptámero que se une a 

las VLPs de forma inespecífica,73 probablemente a través atracciones 

electrostáticas generadas por la carga positiva de la VLP y los grupos 
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fosfato del RNA. Así, consideramos que la pequeña disminución de la unión  

observada en las mutante 25, posiblemente se debe a la pérdida de carga 

positiva en la superficie de la VLP, lo que abate en cierta medida las 

interacciones inespecíficas y no lo consideramos un evento con relevancia 

biológica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Unión de los aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18 con VLPs mutantes. Las VLPs 

silvestre (L1) y mutantes (M2, M3, M4, M6, M12, M15, M24 y M25), se incubaron con 

los aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18 y se determinó la fracción de aptámero unida a 

cada tipo de VLP. A la izquierda: membranas de nitrocelulosa (NC) y nylon (NY) 

del ensayo de unión. A la derecha la representación gráfica de la unión de cada 

aptámero con las VLPs. Los resultados se muestran relativos a la unión con las VLPs 

silvestres y representan el promedio y la desviación estándar de tres ensayos 

independientes. *Disminución significativa de la unión de los aptámeros respecto 

a la unión a VLPs silvestres (Prueba de Dunnett, n=3, α=0.05). 

 

Estos resultados sugieren que el sitio de unión para HS no está involucrado 

en la unión del aptámero; o bien, que las interacciones electrostáticas no 

median la interacción Sc5c3-VLPs.  
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DISCUSIÓN 

 

Aunque las vacunas contra la infección por VPH se comercializan desde 

hace diez años, el cáncer cervical es todavía el segundo tipo de cáncer 

más común en mujeres que viven en países en vías de desarrollo.82 El 

elevado precio de la vacuna, una deficiente infraestructura en los sistemas 

de salud y barreras sociales y culturales podrían ser algunas de las razones 

para esta aparente falta de efectividad.54 Estos hechos remarcan la 

necesidad de estrategias eficientes para el control de la transmisión y la  

detección temprana y el desarrollo de  herramientas que complementen 

la vacunación.  

En este trabajo reportamos el uso del aptámero de RNA Sc5c3 para inhibir 

la infección de PsVs de VPH16 en células 293TT. La inhibición lograda 

usando el aptámero fue similar a la generada por otros aptámeros de RNA 

no modificados que se emplearon para bloquear la unión del virus con el 

receptor celular; por ejemplo, el aptámero P30-10-16 y el aptámero A20 

dirigidos contra hemaglutinina del virus de la influenza A y B, 

respectivamente.83,84 De forma similar a nuestro trabajo, en estas 

investigaciones se requirieron concentraciones micromolares del aptámero 

para conseguir inhibiciones de entre 53 y 93%.  

8 
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Por otra parte, nuestros resultados mostraron que la inhibición causada por 

Sc5c3 fue comparable a la inhibición inducida por la heparina, una 

molécula estructuralmente similar al HS y reconocida como un eficiente 

inhibidor de la infección de VPH.80 El uso de la heparina como agente 

antiviral se encuentra limitado por su actividad anticoagulante y las 

múltiples interacciones con proteínas celulares involucradas en migración, 

adhesión, angiogénesis, proliferación, etc,  que podrían resultar en efectos 

tóxicos.85 Al parecer, el aptámero supera estas desventajas, ya que mostró 

una elevada especificidad en una mezcla compleja de proteínas 

provenientes de un lavado cervical murino. 68 

La principal desventaja del aptámero reside en su susceptibilidad a la 

degradación por nucleasas. Estudios previos mostraron que los aptámeros 

de DNA son más estables que los de RNA en biofluidos complejos como FBS 

y suero humano, resultando en inhibiciones de infecciones virales de 

alrededor de 90% usando concentraciones nanomolares.86–89 La conversión 

directa de un aptámero de RNA en uno de DNA para incrementar la 

estabilidad del aptámero es una estrategia previamente usada. La versión 

de DNA de un aptámero de RNA contra dopamina, no sólo conservó la 

especificidad por el blanco, sino que incluso mejoró la afinidad.90 La 

versión de DNA de un aptámero contra la proteína CD4 también retuvo la 

capacidad de unión y se pudo observar hasta por dos horas en suero 

humano, una remarcable mejora sobre la versión de RNA.91 A pesar de 

estos antecedentes, nuestro equipo de investigación mostró que la versión 

de DNA del aptámero Sc5c3 perdió completamente la capacidad de 

unión a las VLPs.58 Hasta el momento no hay suficiente conocimiento para 

determinar si una versión de DNA preservará las propiedades del aptámero 

de RNA, por lo que este enfoque representa básicamente un ensayo de 

prueba y error.  
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Por otra parte, la versión quimérica DNA-RNA conservó la mayor parte de 

la capacidad de unión de Sc5c3, sugiriendo que algunos de los grupos 2´-

OH del RNA están involucrados en la unión a las VLPs. Aunque la quimera 

no produjo mayor inhibición de la infección que Sc5c3, su estabilidad en 

biofluídos debió ser mejorada por la inclusión de desoxirribonucleótidos; sin 

embargo, se requieren estudios adicionales para demostrar que la quimera 

realmente es más resistente que Sc5c3.  

Si bien las modificaciones químicas al RNA también podrían mejorar la 

estabilidad de Sc5c3, éstas podrían afectar la afinidad y la especificidad 

del aptámero; por lo que se requiere un enfoque empírico en el que cada 

posición en el aptámero sea modificada y caracterizada hasta encontrar 

un equilibrio entre la pérdida de afinidad o especificidad y el incremento 

de la resistencia a la degradación. 

Por otra parte, la cristalización de complejos proteína-aptámero ha 

mostrado que comúnmente los aptámeros interaccionan con el mismo sitio 

de unión que los ligandos nativos;92–94 por lo tanto, era posible que Sc5c3 se 

uniera a los sitios de unión para HS en la superficie de las VLPs y los PsVs; sin 

embargo, la unión eficiente de Sc5c3 con las VLPs mutantes, sugirió que la 

inhibición de la infección podría no ser totalmente dependiente del sitio de 

unión para HS. Análisis previos han determinado que la unión de un 

aptámero con su blanco conduce a cambios conformacionales tanto en 

el aptámero como en el blanco. Este reconocimiento adaptativo puede 

incluso inducir cambios en la estructura secundaria de un péptido.95 Por lo 

tanto, nosotros hipotetizamos que la unión del Sc5c3 a los PsVs conduce a 

cambios conformacionales  que impiden la unión de los PsVs al receptor 

celular primario (HS) en la superficie celular, o bien, impiden los cambios 

conformacionales necesarios para la internalización y desnudamiento del 

endosoma (Figura 31). Es necesaria una completa caracterización 
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estructural de Sc5c3 y experimentos adicionales de unión para poder 

esclarecer el mecanismo de inhibición del aptámero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Modelo de inhibición de la infección de PsVs de VPH16 por Sc5c3. A) 

Los PsVs se unen a heparán sulfato (HS) en la superficie celular y se inducen 

cambios conformacionales necesarios para la internalización. B) La unión de 

Sc5c3 a los PsVs podría generar cambios conformacionales en la cápside viral 

que evitarían la unión a HS o impedir cambios conformacionales indispensables 

para la internalización.  

 

Como perspectiva, el aptámero Sc5c3 podría ser incluido en un nuevo 

producto de aplicación tópica como se sugirió para la carragenina (un 

polisacárido estructuralmente similar al HS y un potente inhibidor de la 

infección de VPH) y para el polímero AGMA1.96–98 A diferencia de Sc5c3, la 

carragenina probablemente se une al sitio de unión para HS en el virus; 

mientras que AGMA1 interacciona directamente con el HS. Así, la 

incorporación de las tres moléculas en un único tratamiento podría inhibir 
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la entrada viral en diferentes formas, resultando en una herramienta más 

efectiva. 

Además, la carragenina y AGMA1 se han propuesto como agentes 

antivirales para un amplio rango de tipos de VPH. Debido a que L1 está 

altamente conservada entre los diferentes tipos de VPH,8,9 no descartamos 

la posibilidad de que Sc5c3 reconozca otros tipos de VPH y  también 

pueda ejercer un efecto inhibitorio.  

En conclusión, esta es la primera vez que se reporta la inhibición de VPH 

usando un aptámero de RNA. Aunque se requiere una caracterización 

profunda de la función de Sc5c3 en un sistema in vivo, nosotros 

proponemos que Sc5c3 podría ser usado como una nueva alternativa 

para prevenir la infección por VPH16.  
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CONCLUSIONES 

 

 

 Los aptámeros Sc5c3 y Sc5c3Δ18 inhiben significativamente la 

infección de PsVs de VPH16 en células 293TT.  

 La inhibición de la infección generada por Sc5c3 es superior a la de 

Sc5c3Δ18 

 El mecanismo de inhibición de los aptámeros es independiente del 

sitio de unión para heparán sulfato. 
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 PERSPECTIVAS 

 

 

 Investigar el efecto del aptámero en infecciones de otros tipos de 

VPH 

 Verificar la especificidad y estabilidad del aptámero en muestras 

biológicas. 

 Modificar el aptámero para darle mayor estabilidad en biofluídos. 

 Verificar la inhibición de la infección usando un modelo murino. 

 Incorporar el aptámero en un  producto de uso accesible. 
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