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RESUMEN  

El cáncer cérvico-uterino representa la cuarta causa de muerte por cáncer en 

mujeres en México. El virus de papiloma humano (VPH) está asociado con el 

desarrollo de este padecimiento; particularmente los VPHs de alto riesgo como 

VPH16 y VPH18 que se presentan en la mayoría de los casos de cáncer 

cervical. Entre las proteínas codificadas por este virus, la de expresión 

temprana E2 controla la replicación, transcripción y segregación del genoma 

viral durante el ciclo replicativo del virus, adicionalmente modifica la expresión 

a nivel transcripcional de múltiples genes celulares y de manera reciente ha 

surgido evidencia de su participación en el control del splicing tanto viral como 

celular. Aunque el papel de E2 en la regulación de la expresión celular ha sido 

muy estudiado, la participación de E2 en la respuesta a daño al DNA mediada 

por p53, factor fundamental en la decisión del destino celular (detención de 

ciclo y/o apoptosis) no ha sido reportada. Los resultados obtenidos en este 

trabajo sugieren que E2 intensifica la expresión de genes responsivos a p53 

involucrados en la detención del ciclo celular como p21, posiblemente para 

permitir la reparación del daño celular. Una observación relevante, fue que en 

células carentes de expresión de p53, la presencia de E2 eleva la expresión 

de genes responsivos a p53, lo que confirma el papel de esta proteína viral en 

proveer un ambiente celular adecuado que permita un ciclo replicativo viral 

exitoso. Adicionalmente, en concordancia con resultados previos en el grupo 

de investigación que han mostrado que E2 modifica la expresión del factor de 

la maquinaria de transcripción general TAF1, observamos incremento de este 

importante factor, relacionado con la regulación del ciclo celular entre otros 

procesos. Asimismo, la expresión de p27 (regulador negativo del ciclo celular 

y blanco de TAF1) sufre aumento tanto a nivel de RNA mensajero como de 

proteína, lo que se traduce en la transición y salida más lenta por la fase G1 

del ciclo celular en células que expresan E2.  
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ABSTRACT 

Cervical cancer represents the fourth cause of death by cancer in woman in Mexico 

and the human papillomavirus (HPV) is associated with the development of this 

disease; particularly the high-risk HPV´s such as HPV16 and HPV18 are present in 

most of the cases of cervical cancer. Among the proteins encoded for this virus, the 

early expressed E2 controls the replication, transcription and segregation of the viral 

genome during the replicative cycle of the virus; additionally, it modifies the expression 

at transcriptional level of multiple cellular genes and recently there has been 

accumulated evidence of the participation of E2 in the control of viral and cellular 

mRNA splicing. Although in some cases the modification of cellular gene expression 

by E2 occurs by the binding of the protein to recognition sites present in the promoter 

region of these genes, the interaction of E2 with cellular proteins is the main 

mechanism used for this viral protein to modify the cellular gene expression. Although 

the role of E2 in the cellular gene expression has been widely studied, the participation 

of this viral protein in the DNA damage response mediated by p53, a fundamental 

factor in the decision of the cellular fate (cell cycle arrest the cell cycle or apoptosis) 

has not been reported. The results obtained in this work suggest that E2 intensify the 

expression of p53 responsive genes involved in the arrest of the cell cycle (such as 

p21), possibly to allow the cellular process of DNA repair in response to damage. An 

interesting observation in this work was that in cells where p53 is absent, the presence 

of E2 in the cells, increases the expression of p53 responsive genes, confirming the 

role of this viral protein to promote a cellular environment convenient to allow a 

successful replicative cycle.  In agreement with previous reports in our research group 

showing that E2 modifies the expression at mRNA level of the general transcription 

factor TAF1, we observed a considerable increase in the protein level of this important 

factor related with the regulation of the cell cycle, among other cellular processes. In 

this way, the expression of p27 (negative regulator of the cell cycle and target of TAF1) 

increases at mRNA and protein level, leading to a slower transition and exit from the 

cell cycle G1 phase in cells expressing E2.  
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1.- INTRODUCCIÓN 

En la actualidad, el cáncer cérvico-uterino en México representa la segunda 

causa de muerte en mujeres de entre 30 a 59 años [1]. Entre los factores de 

riesgo más importantes para el desarrollo de este padecimiento se encuentra 

la infección por el virus del papiloma humano (VPH), particularmente los de 

alto riesgo u oncogénicos, destacando el VPH16 y VPH18, ya que se 

presentan en cerca del 50% y 20% (respectivamente) de los casos de cáncer 

cervical, pudiendo co-infectar con otros tipos oncogénicos como VPH 31, 33, 

35, 45, 52 y 58 [2]. 

El cáncer cervical se produce en el epitelio del cérvix en la unión escamo-

columnar del ecto- y endocervix, un sitio de continua actividad metaplásica. La 

infección persistente con uno o más tipos de VPHs oncogénicos lleva al 

desarrollo de lesiones precancerosas que si no son atendidas pueden 

progresar lentamente a la formación de carcinoma cervical invasivo en un 

periodo de entre 10 a 20 años. Sin embargo, un número de lesiones cervicales 

causadas por la infección de VPH se limpian de manera espontánea evitando 

su progresión a cáncer [3]. 

 

1.1 Virus del Papiloma Humano (VPH) 

Los papilomavirus engloban a un grupo diverso de virus que infectan tanto a 

humanos como a otros mamíferos; son virus de DNA de doble cadena, de 

entre 52-55 nm de diámetro, no envueltos, con cápside icosaédrica, y 

epiteliotrópicos, lo que significa que generan infecciones productivas en 

epitelio estratificado de la piel, cavidad oral y tracto anogenital. La infección de 

las células de la capa basal del epitelio inicia el ciclo de vida viral, el cual está 

asociado al proceso de diferenciación de la célula epitelial infectada [4]. Los 

tipos de VPH16 y VPH18, asociados con cáncer cervical y otros tumores 

invasivos son conocidos como “virus de alto riesgo u oncogénicos”. En 
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contraste los “virus de bajo riesgo” como VPH6 o VPH11 se encuentran 

principalmente en verrugas [5]. 

El genoma viral de aproximadamente 8 kilobases se ha dividido en tres 

regiones para su estudio: la región larga de control (LCR) o región reguladora 

río arriba (URR), la cual contiene sitios de unión para factores de transcripción 

tanto celulares como virales, que regulan la expresión de los genes del virus 

después de la infección; alberga el origen de replicación, y en gran parte es 

responsable del tropismo de cada tipo de VPH. La región temprana denotada 

como “E” (early) consta de seis marcos de lectura abierta (ORFs): E1, E2, E4, 

E5, E6, E7. Los genes E1, E2, E6 y E7 se expresan como transcrito 

policistrónico que sufre splicing alternativo; los productos de esta región actúan 

como reguladores de la replicación del DNA viral, transcripción o 

carcinogénesis. Finalmente, la región tardía “L” (late) está constituida por los 

ORFs  L1 y L2, que codifican para proteínas estructurales constituyentes de la 

cápside [6], [7]. En la figura 1 se esquematiza el genoma de VPH16 y en tabla 

1 se resumen algunas de las actividades de las proteínas virales. 

 

 

Figura  1. Estructura del genoma viral. El genoma del virus tiene un tamaño aproximado de                     

8 kilobases. Los oncogenes virales E6 y E7 se muestran en rojo, mientras que los genes E1, 
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E2, E4, E5 en color verde; su expresión cambia durante las distintas etapas de diferenciación 

del epitelio. La expresión de L1 y L2 es regulada por el promotor tardío en capas superiores 

del epitelio. En la imagen se observa el promotor temprano (PE/p97), tardío (PL/p670), sitio 

temprano de poli-adenilación (PAE), tardío (PAL) y la Región Larga de Control (LCR) con 

cuatro sitios de unión para E2, un sitio SP1, caja TATA y el promotor temprano (PE), 

modificado de Ewaga N. et al 2015. 

 

Las proteínas virales E1 y E2 participan en la replicación del genoma viral, 

dependiendo de la DNA polimerasa y del resto de la maquinaria celular. E1 

funciona como helicasa empleando ATP, capaz de abrir la doble cadena de 

DNA previo a la polimerización de DNA. E1 y E2 forman un heterodímero en 

el origen de replicación viral para iniciar la síntesis del genoma de manera 

bidireccional. Se sabe que cada célula de la capa basal contiene entre 20 y 

100 copias del DNA viral después de la infección [5]. De manera reciente se 

ha demostrado que E1 y E2 funcionan también en la respuesta temprana 

frente a daño al DNA, contribuyendo a generar un ambiente permisivo para la 

replicación del genoma viral. 

Las proteínas E5, E6 y E7 poseen propiedades transformantes, siendo 

importantes tanto para la replicación viral como en la tumorigénesis. Los genes 

de expresión tardía L1 y L2 participan en la maduración de viriones, regulando 

su auto-ensamblaje que empaqueta el genoma para la liberación en la parte 

superior del epitelio. Durante las etapas de pre-cáncer a cáncer las proteínas 

L1 y L2 no se expresan [6]. 

 

Tabla 1. Resumen de actividades de las proteínas virales. 

Proteína Actividades  

E1 Helicasa dependiente de ATP. Participa en la replicación del 

genoma 

E2 Co-activador de la replicación del genoma viral mediante el 

reclutamiento de E1 al origen de replicación viral. Factor de 



8 
 

transcripción que regula la expresión de los oncogenes E6 y E7. 

Participa en la segregación del genoma viral. 

E4 La proteína esta codificado dentro del gen E2 y se expresa de 

manera abundante como fusión E1^E4; su expresión se restringe 

a etapas tardías del ciclo de vida viral. Se une a filamentos de 

citoqueratinas rompiendo su estructura, contribuyendo a la 

liberación del virus y por ende a la re-infección.  

E5 Proteína transmembranal, que interactúa con el receptor del 

factor de crecimiento epidermal (EGF), activando vías 

mitogénicas. Participa en la evasión de la respuesta sistema 

inmune y apoptosis. Los géneros virales Beta, Gama y Mu no 

presentan E5. 

E6 Permite la entrada al ciclo celular y amplificación del genoma en 

las capas superiores del epitelio. E6 de papilomavirus de alto 

riesgo se une y degrada a p53, además de activar la expresión 

de la telomerasa contribuyendo a la transformación.   

E7 De manera similar a E6, contribuye a la amplificación del genoma 

en capas superiores del epitelio, E7 interactúa con la proteína 

supresora de tumores pRB coadyuvando en la inestabilidad 

genómica, haciéndola necesaria para la transformación celular.   

L1 Principal proteína de la cápside se ensambla en capsómeros 

pentaméricos. 

L2 Proteína menor de la cápside que contribuye en el ensamblaje 

del virus, facilita la entrada del virus y el tráfico al núcleo. 

  Modificado de: Egawa N., et al., 2015. 

 

La infección por papilomavirus ocurre cuando el virus tiene acceso a las 

células de la capa basal, entre las cuales se encuentran las células troncales; 

las micro-abrasiones en la superficie del epitelio favorecen la entrada del virus. 

La renovación del tejido epitelial se logra por la proliferación de las células 

troncales presentes como progenitores epiteliales tempranos en la capa basal, 
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produciendo células de amplificación transitoria que tienen capacidad 

proliferativa limitada, para que posteriormente entren a diferenciación terminal. 

Una vez comprometidas a diferenciación, estas células son propulsadas a la 

superficie debido a la producción de nuevas células debajo de ellas, 

eventualmente se pierden en la superficie epitelial como escamas 

diferenciadas terminalmente. Este movimiento ocurre en un corto periodo de 

tiempo, como sucede con la infección productiva de papilomavirus [2]. 

Una vez internalizados en la célula, los viriones son sometidos a transporte 

endosómico; el complejo proteína viral L2-DNA asegura la entrada del DNA 

viral al núcleo, mientras que la proteína L1 (constituyente de la cápside) es 

retenida en el endosoma para ser degradada vía lisosomal. Una vez en el 

núcleo, se inicia la expresión controlada de los genes tempranos E1 y E2 en 

células de la capa basal llevando a la replicación y amplificación del genoma 

viral, manteniendo en promedio 100 episomas por célula. En la zona media y 

superficial del epitelio los productos de los genes tempranos E5, E6 y E7 

prolongan el ciclo celular, favoreciendo la proliferación y afectando la apoptosis 

debido a que la diferenciación de la célula epitelial genera un ambiente poco 

favorable para la replicación viral. L1, L2 y E4 se expresan en células que han 

madurado en la capa superior del epitelio, donde el ensamblaje viral toma lugar 

y los viriones son liberados a partir de células totalmente diferenciadas en la 

superficie del epitelio. La liberación de las partículas puede iniciar un nuevo 

ciclo infeccioso (Figura 2) [3]. 
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Figura 2. Ciclo de vida de VPH y cambios asociados en el epitelio. Se ilustran las distintas 

capas del epitelio cervical (capa basal, media y superficial), la entrada del virus a la capa basal 

del epitelio ocurre por microabrasiones del epitelio, la producción y liberación de viriones en 

capas superiores. El DNA viral se mantiene como episoma durante la infección productiva 

(color morado). Generalmente en células cancerosas el genoma viral está integrado en el 

genoma de la célula hospedera (núcleos de color rojo). Modificado de Ciaran B. J. Woodman 

et al. 2007 

 

En células transformadas por VPH, el genoma viral, que es mantenido como 

episoma se integra en el genoma hospedero. El evento de integración ocurre 

al azar dejando a la región de los oncogenes E6 y E7 intacta, de esta forma se 

mantiene su expresión. Es importante mencionar que la integración no es parte 

del proceso normal del ciclo de vida del virus y en las etapas iniciales de las 

tumorigénesis, la co-existencia del genoma viral episomal e integrado es 

frecuente; sin embargo, en etapas tardías la presencia de la forma episomal 

es menos frecuente. El número de genomas de VPH integrado es variable 

entre tumores. La integración ocurre en distintos sitios dentro del genoma 

celular, el rompimiento del genoma viral con frecuencia ocurre dentro del gen 

E2, llevando a la pérdida de su expresión y regulación de los oncogenes E6 y 
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E7. La pérdida de la proteína E2 parece jugar un papel central en la 

tumorigénesis inducida por VPH [5]. 

 

1.2 Proteína E2 

La proteína viral E2 es importante tanto en la infección productiva como en la 

infección persistente. Dependiendo del tipo viral, está constituida por 

entre 350 y 500 aminoácidos aproximadamente, dividida en dos 

dominios funcionales: la región amino terminal (N-ter) cuenta con 

alrededor de 200 aminoácidos y contiene al dominio de transactivación 

(TAD), mientras que en la región carboxilo terminal (C-ter) se encuentra 

el dominio de unión al DNA (DBS) y dimerización, de aproximadamente 

100 aminoácidos; estos dominios están unidos por una región no 

estructurada, poco conservada y de longitud variable entre los 

genotipos de VPH, denominada región bisagra (Figura 3)[5], [8].  

 

 

Figura 3. Estructura de la proteína E2.  El dominio de transactivación (TAD) y el dominio de 

unión al DNA (DBD) están conservados en papilomavirus mientras que la secuencia entre 

ellas es variable y poco conservada (región bisagra). Modificado de Muller 2012. 

 

El dominio de unión al DNA de E2 tiene la clásica estructura tridimensional, 

con homología a otros factores de transcripción, considerado prototipo entre 

los factores de regulación viral. Este dominio contiene tanto una interfase de 
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dimerización, como aminoácidos que contactan con el DNA. La proteína E2 se 

une al DNA como homodímero reconociendo de manera específica la 

secuencia palindrómica ACCGN4CGGT denominada sitio de unión para E2 

(E2BS), donde N representa cualquier nucleótido. Dentro de la LCR en todos 

los papilomavirus se localizan al menos cuatro sitios E2BS [8], convirtiendo a 

esta proteína en el principal regulador transcripcional de papilomavirus. La 

unión de E2 a sus sitios de reconocimiento puede activar o reprimir la 

transcripción dependiendo de la posición del sitio, pero también de algún factor 

celular al cual E2 se encuentre unido. Cuando E2 se une a los sitios distales 

en la LCR puede activar la transcripción, mientras que sí la unión ocurre en 

sitios proximales al sitio de iniciación de la transcripción, E2 reprime la 

actividad transcripcional. El mecanismo de represión involucra el 

desplazamiento o impedimento estérico de E2 hacia factores celulares como 

SP1 y TFIID, ya que los E2BS se encuentran muy cercanos tanto al sitio de 

reconocimiento para SP1 como a la caja TATA [9]. Se ha propuesto que en las 

etapas iniciales de la infección los niveles bajos de E2 pueden favorecer su 

unión con alta afinidad a los E2BS distales, lo que resulta en la activación 

transcripcional del promotor que permite la expresión de E6 y E7 [5]. 

La proteína E2 participa en la replicación inicial del DNA del virus, llevando a 

la helicasa E1 al origen de replicación viral que contiene un sitio de unión para 

esta proteína (región rica en A/T) y un sitio de unión para la propia proteína 

E2. La proteína E2 une el DNA viral a cromosomas hospederos para facilitar 

su retención, mantenimiento y segregación a las células hijas [9]. Otro 

mecanismo por el que E2 asegura la repartición del genoma viral a células 

hijas es a través de la interacción con proteínas celulares llamadas proteínas 

adaptadoras, una de las más estudiadas es la proteína celular BRD4. Mediante 

el dominio de unión al DNA, E2 interactúa con los E2BS presentes en el 

genoma viral y a través de otras regiones como el TAD, se sujeta a 

cromosomas mitóticos (Figura 4) [10].   
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Figura 4. Actividades de la proteína E2 en la biología del virus. La proteína E2 participa 

en la segregación del DNA viral a células hijas durante la mitosis, en la replicación del genoma 

viral en heterodímero con E1 y en la regulación transcripcional de los oncogenes E6/E7. 

Proteína E1 (rojo), E2 (amarillo), genoma viral (morado) y cromosoma celular (azul). 

Modificado de McBride A. A. 2006. 

 

De manera similar a otras proteínas virales, E2 ejerce su función al interactuar 

con diferentes proteínas celulares regulando la expresión de genes virales, la 

segregación del genoma vial, su replicación, adicionalmente proporciona 

condiciones celulares favorables para el virus. 

 

1.2.1 Proteína E2 en la regulación expresión de genes celulares   

Se ha descrito que E2 regula la expresión de un amplio número de genes 

celulares, en algunos casos, mediante su unión a sitios de reconocimiento 

presentes en el genoma celular o mediante su interacción con proteínas 

celulares que participan en diversos procesos. En 2012 Liisi Võsa et al, 

reportaron la presencia de aproximadamente 3000 sitios de reconocimiento 

para E2 (ACCGN4CGGT) en el genoma humano, empleando ensayos de 

inmunopreciptación de cromatina mostrando que E2 de VPH11 se une con 

mayor afinidad a sitios E2 cuando la secuencia espaciadora (N4) es rica en 

A/T, lo que sugiere que solo algunos de los sitios de reconocimiento son 
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accesibles y posiblemente regulados por la proteína viral E2 [10]. La unión de 

E2 a sitios de reconocimiento en diversos promotores celulares puede tener 

tanto un efecto de activación como de represión transcripcional. Como ejemplo 

de lo anterior, tenemos al gen de metaloproteinasa 9 (MMP-9), en cuya región 

promotora aproximadamente a -1000 nt se encuentra un sitio de unión para la 

proteína E2; la unión de E2 resulta en incremento en la expresión de MMP-9 

en queratinocitos y en capa suprabasal de cultivo organotípico de piel [11]. El 

promotor de interleucina 10 (IL-10) posee sitios de reconocimiento para E2 a -

2052 nt del sitio de inicio de transcripción y E2 se une activando la transcripción 

de este promotor [12]. Otro promotor celular regulado de manera positiva por 

E2 es el del factor de splicing rico en Serinas/Argininas (SF2/ASF), en el que 

la interacción ocurre en la región de  -482 a -684 nt a partir del sitio de inicio 

de la transcripción [13]. Como se mencionó previamente E2 puede regular a 

la baja la expresión de genes como es el caso del promotor de la telomerasa 

transcriptasa inversa de humano (hTERT), el promotor no posee sitios de 

reconocimiento para la proteína viral, la regulación negativa ocurre como 

consecuencia de evitar la unión de la proteína celular SP1 a su sitio de 

reconocimiento dentro del promotor [14], un ejemplo adicional de regulación 

negativa es el promotor de β4-integrina, el promotor posee tres sitos de 

reconocimiento para la proteína viral E2, con distinta afinidad de unión, el 

trabajo muestra que parte de la regulación negativa se da por la unión directa 

de la proteína viral y otra parte como consecuencia del desplazamiento de 

factores celulares de su sitio de reconocimiento en el promotor [15].  

De manera adicional, existen trabajos que muestran que la proteína E2 

modifica de manera global la expresión de genes celulares involucrados en 

procesos como apoptosis, regulación de ciclo celular, diferenciación, 

movimiento celular entre otros [16], [17]. Parte de esta modificación en la 

expresión del genoma de la célula hospedera es producto de la interacción de 

E2 de VPH con proteínas celulares como BDR4, ya que cuando no se da la 

interacción E2-BRD4, la modificación en la expresión de genes hospederos es 
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distinta a cuando E2 interactúa con BDR4 y en general es negativa cuando se 

pierde la interacción [18].  

Mandy Muller et al en 2012, identifican a gran escala proteínas celulares que 

interactúan con proteínas E2 de distintos genotipos virales. El análisis de la 

interacción incluía proteínas celulares involucradas en procesos como 

regulación de la transcripción, apoptosis, procesamiento de RNA, 

ubiquitinación y tráfico intracelular, mostrando funciones biológicas en las que 

las proteínas E2 de distintos genotipos se ven involucradas, figura 5 [8].  

 

Figura 5. Red de interacción entre la proteína viral E2 y diversas proteínas celulares. E2 
interactúa con proteínas como: TP53, BRCA1, MDM2, CDC20, TAF1, TA6, entre otras, 
involucradas en procesos como apoptosis, procesamiento de RNA, regulación del ciclo celular 

y regulación transcripcional.  

 

Gauson E.J. et al. 2014, demostraron que la expresión de E2 de VPH16 en 

células U2O2, modifica el patrón de splicing de 522 genes celulares, algunos 

de ellos asociados con el desarrollo de cáncer, por lo que la participación de 

E2 en el procesamiento del RNA no solo involucra la regulación a nivel 

transcripcional de SF2/ASF como se mencionó previamente, sino también la 

interacción con proteínas SR (Serina/Arginina), conocidas por participar en el 

procesamiento de RNA [17]. 
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Otro proceso celular que se ve afectado por la expresión de la proteína E2, 

independientemente de su participación en el ciclo viral, es la apoptosis. Al 

parecer únicamente las proteínas E2 de los VPH de alto riesgo están 

involucradas en la regulación de este proceso. En líneas celulares VPH 

positivas, la reintroducción de E2 induce apoptosis al reprimir la expresión de 

los oncogenes E6/E7; sin embargo, la sobre-expresión de E2 en líneas 

celulares VPH negativas se induce apoptosis de manera independiente y 

dependiente de su actividad transcripcional [19]. Por otro lado, la expresión 

mantenida de E2 en células VPH positivas promueve un arresto del 

crecimiento prolongado y senescencia irreversible [20]. 

La interacción de E2 con proteínas celulares parece ser fundamental en su 

función como regulador transcripcional. Como se mencionó previamente E2 

regula de manera positiva y negativa la expresión de los genes virales E6/E7; 

de manera similar, la expresión de E2 en ausencia de otras proteínas virales 

modifica la expresión de genes celulares tanto a la alta como a la baja [16], 

gracias a su interacción con proteínas como TAF6, HoxC9, BRD4, TBP, TAF1, 

entre otras proteínas [8]. Particularmente, la interacción de E2 con TAF1 

reportada por nuestro grupo de trabajo, tiene como consecuencia la 

eliminación del efecto represor de E2 sobre la LCR de VPH18 [21] abriendo la 

posibilidad de que E2 regule la interacción de TAF1 con promotores celulares 

dependientes de este importante factor de transcripción de la maquinaria 

basal. 

La expresión de cientos de genes celulares es regulada a nivel transcripcional 

y esta regulación involucra la interacción entre secuencias en el DNA y 

complejos multiproteicos que controlan la dinámica de cromatina, inicio y 

elongación de la transcripción. Dentro de estos complejos multiproteicos se 

encuentran factores de transcripción (FTs) los cuales se ensamblan en el 

promotor o en enhancers a lo largo del genoma. Además de los dominios de 

unión al DNA, los FTs poseen dominios de activación para su interacción con 

otros reguladores transcripcionales [22].  
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Para que la transcripción génica ocurra, la RNA polimerasa II (Pol II) debe ser 

reclutada a sitios específicos en el genoma, lo cual es controlado por FTs de 

unión secuencia-especifica al DNA formando el complejo de pre-inicio (PIC) 

de la transcripción. El PIC está constituido por diversos factores generales de 

transcripción como TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH, Pol II y proteínas 

accesorias; cada uno con diversos roles estructurales y funcionales. Las 

secuencias de DNA que constituyen al promotor incluyen la caja TATA de 8pb 

(TATAWAWR consenso), que provee el sitio de unión específico para TBP 

(proteína de unión a caja TATA) iniciando la nucleación del PIC. Sin embargo, 

la caja TATA está presente en solo el 20% de los promotores eucariontes, lo 

que sugiere que más allá del reconocimiento de secuencias de DNA, existen 

mecanismos alternativos para la formación del PIC en promotores carentes de 

esta caja (TATA-less). TBP es una subunidad del complejo TFIID, que 

comprende a esta proteína y a 14 factores asociados a ella (TAFs) [21],[22]. 

Subunidades particulares de TFIID reconocen elementos en el promotor tales 

como INR, MTE y DPE. El reconocimiento secuencia-especifico de estos 

elementos por TFIID, proporciona el mecanismo para la formación del PIC en 

ausencia de la caja TATA consenso. Uno de los más importantes TAF´s en el 

complejo TFIID es TAF1, ya que sirve de anclaje para los otros TAFs a la 

región promotora. 

 

1.3 Factor de transcripción TAF1 

TAF1 (anteriormente denominado TAFII250) como parte esencial del complejo 

TFIID que se une al núcleo del promotor, tiene diversas funciones: (1) el 

reconocimiento de secuencias de DNA en el núcleo del promotor; (2) la 

generación de un ambiente de cromatina favorable para el ensamble del PIC 

e inicio de la transcripción; y (3) la modificación postraduccional de otros 

factores de transcripción, nuevamente, para facilitar el ensamble de PIC e 

inicio de la transcripción [24]. 
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Estructuralmente TAF1 está compuesto de múltiples dominios: hacia la región 

N-terminal se ubica el primer dominio cinasa (NTK) y en la región C-terminal 

un segundo dominio cinasa (CTK); en la región central de la proteína se 

encuentran el dominio de acetiltransferasa de histonas (HAT), el dominio de 

activación/conjugación de ubiquitina (E1/E2) y el doble bromodominio 

responsable de contactar a las histonas acetiladas [24], [25]. Además de otros 

TAFs, distintas proteínas interactúan con TAF1 y fungen como substratos de 

su actividad enzimática; entre estos se encuentran factores de la maquinaria 

de transcripción general como TFIIA (A), TFII(E), TBP, la proteína 

retinoblastoma (pRB), Tat de HIV (TAT), entre otras (Figura 6) [24]. 

 

 

Figura 6. Estructura e interacciones conocidas de TAF1. La proteína TAF1 con un peso 

de 250 kDa, es la subunidad de mayor tamaño que forma parte del complejo TFIID. Los 

dominios con actividades enzimáticas como cinasa (NTK/CTK), acetiltransferasa de histonas 

(HAT) se muestran en la imagen, algunas proteínas blanco de su actividad enzimática entre 

los que se encuentran factores de transcripción general, histonas y las regiones de interacción 

con proteínas celulares (JUN, pRB, etc.) y virales (Tat de HIV). Modificado de Bhattacharya S. 

2014. 

 

La actividad de TAF1 es regulada por su interacción con distintas proteínas, 

como ejemplo, la interacción con activadores transcripcionales tanto de origen 

viral como celular incrementa la unión de TFIID a promotores celulares; entre 

estos activadores se encuentran Tat de HIV, E1A de adenovirus, ICP4 de 



19 
 

herpes virus, JUN, pRB, entre otros. La unión de Tat a TAF1 inhibe su actividad 

de acetiltransferasa (HAT), de manera similar a lo que sucede cuando pRB se 

une a TAF1, pero inhibiendo su actividad cinasa. En contraste la interacción 

con E1A y ciclina D elimina el efecto represor sobre la actividad cinasa de pRB. 

Lo anterior muestra que la regulación de las actividades de TAF1 por la 

interacción con activadores y factores generales de transcripción es un 

proceso integral que modula la activación transcripcional [24]. 

Otra forma de modular la actividad de TAF1 es mediante la regulación del 

splicing alternativo de su pre-RNAm. En 2006, Katzenberger R.J. et al., 

reportaron que el daño al DNA modifica los niveles de algunos factores de 

splicing, teniendo como consecuencia el incremento de algunas isoformas de 

TAF1 (TAF1-3 y TAF1-4, particularmente), resultando en la regulación 

diferencial de la transcripción, debida a la unión de estas isoformas de TAF1 a 

distintos promotores blanco [26]. La forma en la que el promotor de TAF1 es 

regulado no ha sido del todo estudiado, aunque de manera reciente se ha 

reportado que el promotor de TAF1 en ciertas circunstancias se encuentra 

metilado. Por ejemplo, el estado de metilación del promotor de TAF1 en 

hepatocarcinoma, se ha asociado tanto con la infección del virus de hepatitis 

C como con el consumo de alcohol; sin embargo, el significado de esto no ha 

sido dilucidado [27]. 

TAF1 tiene un papel importante como regulador de la expresión de genes 

involucrados en procesos como ciclo celular y apoptosis [28],[29]. La 

importancia de TAF1 en la regulación de ciclo celular, fue demostrada de 

manera muy clara en la línea celular ts13, en la que TAF1 tiene una mutación 

puntual sensible a temperatura. Al colocar estas células en temperatura no-

permisiva (39 ºC), se arrestan en fase G1 y entran en apoptosis. 

Posteriormente en 1997 Rushton J. J. et al., demostraron que la detención del 

ciclo celular es consecuencia de cambios en los niveles de ciclinas e 

inhibidores de CDK´s, particularmente, ciclina D se ve reducida, mientras que 

la expresión de p21 aumenta y parte de estos cambios ocurren a nivel 
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transcripcional, cabe mencionar que TAF1 participa en la regulación 

transcripcional de las proteínas previamente mencionadas. Lo anterior sugiere 

que el efecto de TAF1 en el crecimiento y viabilidad celular es mediada por la 

regulación diferencial de la transcripción de genes de manera positiva y/o 

negativa implicados en el control del ciclo celular [30]. Parte de la regulación 

diferencial por TAF1 se debe a que algunos de los genes blanco, requieren de 

la actividad acetiltransferasa de histonas (HAT) mientras que otros requieren 

de su actividad cinasa. O’Brien T y Tjian R en el 2000, demuestran que 

aproximadamente el 18 % de la totalidad de genes regulados por TAF1, se 

ven afectados cuando existen mutaciones en el dominio HAT, mientras que 

únicamente un 6% de genes se ven perjudicados cuando mutaciones inactivan 

el dominio N-terminal cinasa de TAF1 y un pequeño grupo de genes (1 %) 

requiere la integridad de ambos dominios, lo anterior les llevo a concluir que 

los diferentes dominios funcionales de TAF1 regulan distintos grupos de genes 

in vivo [28].  

Actualmente, TAF1 ha incrementado su importancia como blanco potencial 

terapéutico, o como marcador en la prognosis de ciertos padecimientos. 

AML1-ETO (AE) es un factor de transcripción que resulta de la translocación 

t(8:21); funciona como un oncogén en la promoción de leucemia. Este factor 

interactúa con TAF1 y es necesaria su acetilación en la lisina 43 (K43) para 

que sea reconocida por los bromodominios de TAF1. Esta interacción altera la 

asociación de AE a promotores o enhancers blanco, resultando en la 

activación y/o represión de la transcripción; además, TAF1 es requerido para 

la renovación de células de leucemia y su reducción promueve la 

diferenciación y apoptosis en células de leucemia mieloide aguda (AML) [31].  
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1.4 Ciclo celular 

El ciclo celular es la secuencia de eventos mediante los cuales una célula 

duplica su genoma, crece y se divide en dos células hijas y consta de cuatro 

fases: G1, S, G2 y M (figura 6). Después de la división celular, las células hijas 

entran en un periodo de crecimiento donde macromoléculas, incluidas 

proteínas, RNA y membranas son sintetizas, esta fase es conocida como G1 

(Gap 1). La fase G1 es seguida por un periodo de síntesis de DNA o fase S. 

Posteriormente, otro periodo de crecimiento conocido como G2 (Gap 2) antes 

de entrar a mitosis (fase M), durante la cual el DNA es dividido de manera 

equitativa a las células hijas, culminando en citocinesis (división de 

citoplasma). Las células que no se dividen más salen del ciclo celular a un 

estado de reposo o quiescencia (G0). 

 

Figura 7. Regulación de ciclo celular. El ciclo celular se divide en 4 fases (G1, S, G2 y M), 

es regulado por los complejos ciclinas/CDKs, los puntos de control se muestran con barras 

rojas. En la transición G1-S se ven involucrados el factor de transcripción E2F y la proteína 

Rb. Para G2-M la regulación recae en el complejo ciclina B/CDK1. La actividad de los 

complejos ciclina/CDK es regulada por inhibidores (p16INK4A, p21, entre otros) a lo largo del 

ciclo. Modificado de Leemans C. R. et al. 2018. 

 

El ciclo celular es regulado por la familia de ciclinas, cinasas dependientes de 

ciclina (CDKs) y sus inhibidores (CDKIs) mediante eventos de 
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activación/desactivación que involucran la fosforilación/defosforilación de 

distintos sustratos. Las ciclinas son un grupo de proteínas que como su 

nombre lo sugiere están asociadas a una fase particular del ciclo celular y los 

niveles proteicos están sujetos a cambios durante el ciclo. En G1 se sintetizan 

las ciclinas A, E y D uniéndose a su correspondiente Cdk, los complejos 

ciclina/Cdk se importan al núcleo. Al entrar a la fase S, los complejos ciclina 

A/CDK y ciclina E/CDK permanecen en el núcleo hasta su degradación en fase 

M, mientras que la ciclina D es degradada. Finalmente, la ciclina B permanece 

en citoplasma y se transloca rápidamente al núcleo en la fase G2. Las cinasas 

dependientes de ciclinas (CDKs) son cinasas de serina/treonina cuya actividad 

depende de la subunidad reguladora ciclina [32]. Los inhibidores de las Cdks 

se agrupan en dos familias: los inhibidores INK4 y los inhibidores Cip/Kip. 

Existen cuatro miembros conocidos de la familia INK4: p16INK4A, p15INK4B, 

p19INK4D y p18INK4C, mientras que de la familia Cip/Kip tres: p21Waf1/Cip1, p27Kip1, 

y p57Kip2; la familia INK4 inhibe la actividad de Cdk4 y Cdk6 durante la fase G1 

del ciclo, mientras que la familia Cip/Kip puede inhibir la actividad en cualquier 

fase del ciclo celular. 

Se ha puesto especial atención en la expresión alterada de ciclinas y Cdk´s de 

fase G1, ya que la mayor parte de los eventos de proliferación y diferenciación 

ocurren en esta fase del ciclo. La ciclina D alcanza su máximo nivel de 

expresión y forma un complejo funcional con CDK4 o CDK6 en la parte 

intermedia de G1, mientras que la ciclina E se expresa y se asocia con Cdk2, 

en un complejo activo en la frontera G1-S. Si el complejo ciclina/Cdk es 

regulado por la unión de los inhibidores CDKI (p16INK4A, p21waf1 y p27KIP1), se 

detiene la progresión del ciclo celular en la transición de la fase G1 a la fase S 

(Figura 6). La transición G2/M está regulada por el complejo ciclina B/Cdk1, el 

complejo permanece inactivo por la fosforilación de Wee1 sobre Cdk1. En G2 

tardía, la fosfatasa Cdc25C desfosforila a Cdk1 activando el complejo ciclina 

B/Cdk1 promoviendo así la entrada a mitosis; eventualmente es inactivado por 

el complejo promotor de anafase (APC), una ubiquitin ligasa que marca a la 
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ciclina B para degradación; sin la actividad de APC las células no saldrían de 

mitosis [33].  

Varios virus perturban el ciclo celular para crear un ambiente propicio dentro 

de la célula y favorecer la replicación del genoma viral [34]. Con frecuencia 

estimulan la entrada a la fase S en células que de lo contrario estarían en fase 

G1 o G0; sin embargo, ha surgido evidencia de que la transición G1/S no es 

el único blanco de regulación por parte de los virus, ya que algunos de ellos 

son capaces de inducir el arresto del ciclo en G2/M [33]. Estos efectos de 

ciertos virus sobre el ciclo celular parecen involucrar la interacción de algunos 

de sus productos proteicos con relevantes factores celulares. TAF1 podría ser 

uno de estos blancos, por ser un regulador transcripcional clave de un amplio 

número de genes implicados en el control del ciclo del ciclo celular, como 

ciclina D, ciclina A y p27, entre otros. Entre las estrategias que algunos virus 

como VPH han desarrollado para la alteración del ciclo celular, se encuentra 

la inactivación de la proteína celular p53. 

 

1.5 Proteína p53 

Nombrada como el “guardián del genoma” (Lane 1992) o “guardián celular” 

(Levine 1997), la proteína p53 actúa en respuesta a una amplia variedad de 

señales de estrés con consecuencias anti-proliferativas. p53 puede ser 

activada por diferentes mecanismos que incluyen la respuesta a daño al DNA, 

activación de oncogenes, hipoxia, entre otras, llevando a la inducción de 

apoptosis, arresto del ciclo celular, senescencia y autofagia. Las funciones de 

supresor tumoral de p53 son influenciadas o dependen del tipo celular, del 

microambiente, de eventos oncogénicos y de la presencia de virus, entre otros 

factores [35]. 

El gen TP53, consta de 11 exones, codifica para una proteína de 393 

aminoácidos (p53), con cinco dominios funcionales: en la región N-terminal se 

encuentra el dominio de activación transcripcional (TAD), seguido por una 

región rica en prolinas (PR), en la porción central se localiza el dominio de 
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unión al DNA (DBD) enlazado al dominio de tetramerización (TER) por una 

región flexible, y finalmente el domino básico C-terminal (figura 8) [36]. El 

dominio TAD (aminoácidos 1-42) se requiere para la actividad transcripcional 

e interactúa con distintas proteínas incluidas los factores de transcripción 

TFIIH y varios TAF´s en TFIID; este dominio es responsable de la interacción 

con proteínas acetil-transferasa de histonas como CBP/p300 y PCAF, al igual 

que interactúa con la ubiquitina ligasa MDM2. La secuencia rica en prolinas 

(aminoácido 61-92) da estabilidad a p53 y es la región de interacción con el 

co-represor Sin3. El dominio de unión al DNA (aminoácidos 101-300) contacta 

directamente al sitio de unión consenso. La proteína p53 forma un tetrámero a 

través del dominio de tetramerización (residuos 326-356). La región C-terminal 

(residuos 364-393) se une al DNA de manera no específica in vitro e in vivo 

pero modula importantemente la unión de p53 al DNA. 

 

Figura 8. Estructura de p53. La proteína p53 hacia la región N-terminal presenta el dominio 

de activación transcripcional (TAD), seguido del dominio rico en prolinas (PR), dominio de 

unión al DNA en su poción central, hacia la región C-terminal del dominio de tetramerización. 

Modificado de Joerger A. C.2016. 

 

La proteína p53 funciona como un factor de transcripción, uniéndose al DNA 

de manera específica a los elementos de respuesta de 10 pares de bases 

separados por 0 a 14 nucleótidos, cuya secuencia es: RRRWWGYYYn0-

14RRRWWGYYY, (R=A, G; W=A, T; Y=C, T). Muchos sitios p53 presentes en 

el genoma no tienen secuencia espaciadora entre ellos, la unión de p53 al sitio 

de reconocimiento ocurre formando un tetrámero [36]. 

El factor de transcripción p53 tiene un papel central en el ciclo de vida de la 

célula. En respuesta a señales de estrés como daño al DNA o activación de 

oncogenes, p53 es activado por una cascada de fosforilación y otras 

modificaciones postraduccionales, resultando en la expresión de genes 

blanco, involucrados en el arresto del ciclo celular, reparación de DNA o 
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apoptosis, si el daño es irreparable. Los genes blanco de p53 tienen 

importantes funciones en procesos como la senescencia, angiogénesis, 

autofagia, angiogénesis, entre otras (Figura 9). 

 

Figura 9. Actividad de p53. La proteína p53 es activada por modificaciones 

postraduccionales como fosforilación, acetilación, sumoilación, etc. Se une al DNA de manera 

específica formando un tetrámero y activando la transcripción de múltiples genes involucrados 

en procesos como detención del ciclo celular, reparación de daño a DNA o apoptosis si el 

daño no puede ser reparado. Modificado de Joerger A. C., 2016. 

 

El nivel y actividad de la proteína p53 es finamente regulada por la proteína 

MDM2, que es un blanco transcripcional de p53 que actúa como ubiquitina 

ligasa E3, poli-ubiquitinando a p53, resultando en su exporte nuclear y 

posterior degradación por la vía del proteasoma. Las diversas modificaciones 

postraduccionales como fosforilación, acetilación, sumoilación y glicosilación, 

contribuyen en la regulación de p53. Por ejemplo, la fosforilación en la región 

N-terminal de residuos de serina y treonina debilitan la interacción p53-MDM2 

estabilizando a p53. Por otro lado, la fosforilación en Thr55 por TAF1 

promueve la disociación de p53 de algunos promotores, inactivando la 
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transcripción tardía en respuesta al daño [37]. Otra consecuencia de la 

fosforilación en Thr55 por TAF1 es promover la degradación de p53, 

permitiendo la progresión de G1 en el ciclo celular [38]. Dentro de las 

modificaciones más comunes se encuentra la acetilación de residuos de lisina 

(Lys), se sabe que la acetilación combinada de Lys370, Lys372 y Lys373 por 

p300 en el dominio C-terminal o de Lys120 en DBD por TIP60, promueven 

apoptosis, mientras que la acetilación de Lys317 por PCAF la suprime. Una 

mutación en Lys120 compromete el arresto del ciclo celular [39], por lo tanto, 

las distintas modificaciones postraduccionales son especificas al tipo de daño, 

y dependiendo de su localización en los diferentes dominios de p53, dirigen su 

respuesta diferencial. 

La proteína p53 inicialmente fue identificada formando un complejo con el 

antígeno T grande del virus de simio 40 (SV40), sentando las bases para 

comprender el rol de p53 en la biología de los virus. Los datos acumulados a 

lo largo del tiempo implican a p53 en la regulación del ciclo viral tanto de virus 

asociados al desarrollo de tumores, como a otros no están, entre ellos 

encontramos a: virus de la influenza, del sarampión, vaccinia, del Zika, de 

inmunodeficiencia humana tipo 1, Herpes simple 1, así, como de papiloma 

humano. Estos virus  modifican la actividad de  la proteína p53, a través de 

distintas estrategias; algunos  la requieren en su forma activa para la eficiente 

replicación viral, mientras que otros  necesitan la reducción/inhibición de su 

actividad [40].  

En el caso del virus de papiloma humano, la interacción y degradación de p53 

mediada por E6 ha sido ampliamente estudiada, lo anterior resulta en bajos 

niveles de p53 en células infectadas, afectando el ciclo de la célula hospedera. 

Sin embargo, p53 participa de manera activa en regular la replicación del DNA 

viral, de manera independiente de E6, pero dependiente de su interacción con 

el factor de replicación viral E2.  
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2.- ANTECEDENTES 

Trabajo previo en nuestro grupo de investigación demostró la interacción física 

de TAF1 con la proteína viral E2 de VPH16, resultando en la liberación del 

efecto represor de E2 sobre la LCR [21]. Por otro lado, la expresión de la 

proteína E2 tiene diversos efectos en la célula que van desde la inducción a 

diferenciación temprana, que incluye cambios en la expresión de algunos 

marcadores como citoqueratina 10, filagrina, e involucrina, entre otros [20], 

[41]; hasta la apoptosis tanto en células VPH positivas como negativas, de 

manera dependiente e independiente de su actividad transcripcional. No 

obstante, la sola expresión de E2 provoca un cambio global en la expresión de 

genes celulares. En nuestro grupo de trabajo, Ramírez-Salazar et al. 2011, 

demostraron que la expresión de E2 por un periodo de 48 horas empleando 

un vector adenoviral, induce la disminución en la expresión de 1048 genes y 

un incremento en la expresión de 581, muchos de estos asociados con la 

proliferación, diferenciación y apoptosis [16]. De manera interesante TAF1 y 

otros genes implicados en el control de ciclo celular y que a su vez son 

regulados por TAF1 (como ciclina A, p27, GADD45, entre otros), se vieron 

también modificados. Estudios posteriores evidenciaron que además de 

modificar la expresión de los genes antes mencionados la expresión transitoria 

de E2 de VPH16 modifica también la unión de TAF1en los promotores de 

algunos de los genes mencionados, mostrando un enriquecimiento que 

correlaciona con el incremento en la expresión del gen evaluado, o bien, una 

disminución en la presencia de TAF1 cuando su expresión disminuye, 

sugiriendo una relación directa entre la ocupación del promotor por TAF1 y la 

expresión del gen (García-Venzor A., 2013). Estas observaciones nos llevaron 

a evaluar el efecto de los cambios en expresión de todos estos genes sobre el 

ciclo celular. 
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3.- JUSTIFICACIÓN 

 

La proteína E2 de VPH16 es capaz de modificar la expresión de un amplio 

número de genes celulares, ya sea a través de su unión a promotores, o 

mediante la interacción con proteínas celulares. La regulación génica por parte 

de E2 puede influir en la respuesta celular ante daño al DNA mediada por p53: 

sin embargo, hasta el momento su participación en este proceso no ha sido 

determinada. Por otro lado, la interacción de E2 con TAF1 importante en la 

regulación de la transición G1/S podría ser modificada por la presencia de la 

proteína viral. Los resultados generados contribuirán al entendimiento de los 

mecanismos por los que virus como VPH toman ventaja de la célula 

hospedera. 

 

4.- HIPÓTESIS 

 

La expresión de E2 VPH16 modificará la regulación transcripcional de genes 

responsivos a p53 ante daño al DNA, así como la progresión del ciclo celular, 

a través de modular la actividad de TAF1 sobre promotores implicados en este 

proceso celular. 

 

5.- OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

 

Evaluar si la expresión de E2 de VPH16 participa en la regulación de 

promotores mediada por p53 ante daño al DNA y el impacto de su 

expresión sobre el ciclo celular.  
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 5.2 Objetivos específicos 

1. Generar líneas celulares que expresen de manera constitutiva E2 de 

VPH16 mediante un sistema lentiviral. 

2. Evaluar la expresión de genes regulados por p53 ante daño al DNA en 

la línea celular con y sin expresión de E2 de VPH16. 

3. Determinar si E2 de VPH16 modifica la unión de la proteína p53 a 

promotores responsivos. 

4. Analizar los efectos de la expresión de E2 de VPH16 sobre el perfil de 

ciclo celular.  

5. Evaluar el nivel de expresión de genes implicados en la regulación de 

la transición G1/S del ciclo celular en ausencia y presencia de E2 de 

VPH16. 

6. Evaluar la posible modificación de la unión de TAF1 a promotores 

celulares blanco en presencia de E2 de VPH16.  
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6.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama general de la estrategia experimental 
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7.- MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

7.1 Cultivo celular 

Las líneas celulares HEK293-FT, C-33 A, RKO y H1299 empleadas en este 

trabajo fueron mantenidas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

médium) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco), L-

glutamina (2mM), piruvato de sodio (1 mM), penicilina (50 U/ml) y 

estreptomicina (50 μg/ml). La línea celular H1299 fue mantenida en medio 

RPMI con los mismos suplementos. Los cultivos celulares fueron mantenidos 

en condiciones de incubación a 37ºC en un ambiente de 5 % de CO2. 

 

7.2 Generación de lentivirus recombinante 

El plásmido pSin-EF2-E216-Pur que posee la región codificante de E2 de 

VPH16 (Domínguez-Catzin et al. 2016) fue co-transfectado con los plásmidos 

pMD2.G y psPAX2 en las células empaquetadoras HEK293-FT. Se sembraron 

6x106 células en caja Petri de cultivo de 100mm (p-100), en medio DMEM 

suplementado con 1 % de aminoácidos no esenciales, 1% piruvato de sodio, 

2 % glutamina, 0.5 % antibióticos y 10 % de SFB.  

La cantidad de DNA plasmídico empleada fue: pSin-EF2-E216-Pur: 3 μg; 

pMD2.G: 2.5 μg y psPAX2: 7.5 μg. 

La transfección se realizó empleando el reactivo Lipofectamina (Invitrogen, 

USA); la mezcla de transfección (DNA-liposomas) se depositó en el cultivo y 

se mantuvo por 24 horas, pasado este tiempo se retiró reemplazándolo por 

DMEM con suero fetal al 10 % y 8 mM/mL de Butirato de sodio (stock 500 mM). 

Cuarenta y ocho horas postransfección se purificaron las partículas 

lentivirales. 

Se colectó el sobrenadante empleando puntas con filtro colocándose en tubos 

cónicos de 15 ml e inmediatamente colocándolos en hielo; se centrifugó a 500 
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g por 15 min, 4 ºC con la intención de empaquetar restos celulares. Se filtró el 

sobrenadante con ayuda de un filtro de 0.45 µm, y se ultracentrifugó a 25,000 

rpm con aceleración y desaceleración máxima, usando el rotor SW41 Ti, 

durante 2 horas a 4ºC. Se decantó el sobrenadante directamente a un 

recipiente con cloro. Se agregaron al fondo del tubo 40 µL de BSA 0.01 % 

disuelto en PBS 1X (sin resuspender), incubando 24 horas a 4ºC, 

posteriormente se hicieron alícuotas de 10 µl, almacenando a -70ºC hasta su 

uso.  

7.3 Infección de líneas celulares 

Se sembraron 6x105 células en cajas Petri de cultivo de 60 mm (p60) y 24 

horas después, se infectaron con 50 µl del stock viral, adicionando polybrene 

para facilitar la absorción viral; las partículas virales permanecieron en el 

medio por 24 horas. La selección inició 24 horas después con la adición de 0.5 

µg/ml de puromicina cambiando cada 3 días durante 7 días el medio y la 

puromicina con la finalidad de que las células no transducidas mueran. A 

continuación, las células infectadas se mantuvieron en medio correspondiente 

con suero fetal bovino al 10 % en condiciones estándar. 

 

7.4 Actividad biológica de E2. 

La actividad biológica de la proteína E2 de VPH16 se evaluó mediante 

transfecciones transitorias con 2 µg del plásmido pGL4.10-LCR18wt-Luc 

(Sánchez-Ramos J; tesis de maestría) en las líneas celulares previamente 

transducidas (sin y con expresión de E2 VPH16). Cuarenta y ocho horas post-

transfección se retiró el medio de cultivo, se lavó la monocapa celular dos 

veces con PBS 1X y se cosecharon raspando las monocapa con un fragmento 

de hule (gendarme). Se obtuvieron proteínas totales usando 200 µl Buffer de 

Lisis Reportero 1X (PROMEGA®), sometiendo a dos ciclos de congelación-

descongelación (hielo seco/37 ºC, 5 minutos cada uno), luego se centrifuga a 

13,000 rpm, recuperando el sobrenadante y almacenándolo a -70 ºC, hasta el 
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momento de ser usados. El ensayo de luciferasa se llevó a cabo empleando 

el kit Luciferase Assay System (PROMEGA®), y el equipo Fluoroskan Ascent 

FL (Labsystems). 

 

7.5 Tratamiento con doxorubicina 

Las células RKO, RKO-E216, H1299 y H1299-E216 se sembraron a una 

densidad de 1.5x106 en cajas p60y trataron con doxorubicina; la concentración 

de la solución de trabajo 1 μM y la concentración final en medio fue: 0.5 μM/ml 

durante 8 horas; a las células sin tratamiento se les adicionó un volumen igual 

del vehículo (DMSO). Pasado este tiempo las células se cosecharon para 

realizar la extracción de RNA empleando el reactivo Trizol. 

 

7.6 Análisis de ciclo celular 

Para determinar el perfil de ciclo celular en la línea C-33A y C-33A-E2 VPH16, 

se cosecharon 1x106 células de un cultivo en fase logarítmica de crecimiento 

(60-70 % de confluencia en la monocapa) y se fijaron en 1ml de etanol al 70 

% al menos 16 horas previas a su tinción. Las células fijadas se lavaron 2 

veces con PBS 1X, centrifugando a 700 g por 3 minutos. Las células se 

incubaron en 400µl de PBS 1X con ioduro de propidio (100 µg/ml) y RNAsa A 

(1 mg/ml) por 1 hora. El perfil de ciclo celular se evaluó por citometría de flujo 

(FACS Fortessa, BD); se analizaron un mínimo de 20,000 células por muestra. 

Los datos se colectaron usando el programa CellQuest y analizados con ayuda 

del software Modfit. 

 

7.7 Arresto de ciclo celular 

Para el arresto mitótico 2x106 células se sembraron en cajas p60 y crecidas 

por 20 horas en condiciones estándar. Entonces las células se lavaron con 

PBS 1X, para posteriormente agregar DMEM con suero fetal al 2 % y 
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nocodazol (0.2 µg/ml-Sigma) por un periodo de 20 horas. Las células flotantes 

(células en arresto mitótico) se colectaron, lavaron y resembaron para su 

posterir cosecharon en distintos intervalos de tiempo para su análisis por 

citometría de flujo. 

Para la sincronización en fase G0/G1 se utilizó la privación de isoleucina como 

se ha realizado en previos reportes [42]. Se sembraron 750,000 células en 

microplaca de 6 pozos, 24 horas previas al reemplazo por medio RPMI-libre 

de isoleucina. Las células se lavaron con PBS 1 X antes de adicionar el medio 

libre de isoleucina y mantenidas por 48 horas con reemplazo por medio fresco 

cada 24 horas. Pasadas las 48 horas las células se liberaron del arresto al 

reemplazar el medio por RPMI completo con suero fetal al 10 %, para ser 

cosechas en distintos intervalos de tiempo para su análisis. 

 

7.8 Extracción de RNA y generación de cDNA 

La extracción de RNA se realizó empleando el reactivo TRIzol (Invitrogen). El 

RNA se sometió a tratamiento con DNasa RQ1 (PROMEGA®, USA) por 2 

horas a 37 ºC. Para la generación de cDNA se emplearon 2 μg de RNA, 1u de 

M-MLV RT, oligo dT (PROMEGA®, USA) a 42 ºC por 1.5 horas. Para evaluar 

los niveles de mRNA de E2 en células transducidas se emplearon los 

siguientes oligonucleótidos: E2 Fw: 5′ ATTCCGAATTCATGGAGACTCT 3′, 

Rev: 5′ TTCGGGATCCTCATATAGACAT 3′; para TAF1 Fw: 5´ 

ACAACATCGGGAAGAGATGC 3´, Rev: 5´ CAGGACGCTCCTTCATTTTC 3´, 

y como control interno se incluyó -Actina Fw: 

5´GCGGGAAATCGTGCGTGACATT3′, Rev:5′ 

GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG 3′. Los oligonucleótidos para RT-qPCR 

empleados en la evaluación de la expresión del resto de los genes celulares 

se enlistan en la tabla 6.  
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7.9 Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

Las células se sembraron a una densidad de 1.5x106 por caja Petri p100. 

Posteriormente se fijaron con formaldehido (1 % concentración final) durante 

10 minutos a 37 ºC y lisadas con SDS Lysis Buffer (1 % SDS, 10 mM EDTA, 

50 mM Tris, pH 8.1). El DNA se fragmentó utilizando el equipo Bioruptor. El 

lisado se diluyó 10 veces en ChIP Dilution Buffer (0.01 % SDS, 1.1 % Triton X-

100, 1.3 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl, pH 8.1, 167 mM NaCl). Para reducir 

interacciones inespecíficas las muestras se trataron por una hora (pre-

aclaramiento) con 25 μl de proteína A agarosa (Santa Cruz Biotechnology, CA, 

USA), para posteriormente inmunoprecipitar con 5 μg de anti-p53 (sc-D0-1 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-TAF1 (sc-735 Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA) o un IgG inespecífico, a 4 ºC durante toda la noche 

con agitación. Al día siguiente se agregaron 25 μl de perlas magnéticas (EMD 

Millipore, Darmstadt, Germany) por 1 hora a 4 ºC con rotación para obtener el 

complejo DNA/proteína. El complejo trató  con el buffer de lavado de baja sal 

(Low Salt Immune Complex Wash Buffer; 0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM 

EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, 150 mM NaCl), posteriormente con el buffer 

de lavado de alta sal (High Salt Immune Complex Wash Buffer; 0.1 % SDS, 1 

% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, 500 mM NaCl), con el 

buffer de lavado de LiCl (LiCl immune complex Wash Buffer; 0.25 M LiCl, 1 % 

IGPAL-CA630, 1 % deoxycholic acid, 1 mM EDTA, 10 Mm Tris, pH 8.1) y 

finalmente con TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0), para 

posteriormente ser eluído con buffer de elución (Elution Buffer; 1% SDS, 0.1 

mM NaHCO3). El entrecruzamiento se revirtió empleando NaCl 5 M por 4 horas 

a 65ºC y la proteína digerida con proteinasa K (10 mg/ml) por 1 hora a 45 ºC. 

El DNA se purificó con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico, precipitado con 

isopropanol y se analizó por qPCR (los oligonucleótidos utilizados se enlistan 

en la tabla 6).  
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7.10 Western blot  

Para la inmunodetección, los diferentes lisados se obtuvieron empleando RIPA 

Buffer (25 mM Tris-HCl pH 7.6,150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 

1 % deoxycolato de sodio, 0.1 % SDS). Cantidades iguales (30 µg) de 

proteínas se separaron en SDS-PAGE gel y transferidas a membrana de 

nitrocelulosa, bloqueada con leche semidescremada al 5% e incubadas con 

los diferentes anticuerpos monoclonales: p53 1:1000, TAF1 1:250, p27 1:250 

(Santa Cruz Biotechnology, USA), Actina 1:100,000 (Sigma, San Luis Misuri, 

USA), seguido con la incubación con el anticuerpo secundario anti-Ig de ratón 

acoplada a peroxidasa 1:5,000 (Jackson, South San Francisco, USA); el 

revelado se realizó con SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate 

(Thermo Scientific, USA) y la membrana se expuso a película XO-MAT (Kodak, 

NY) que se reveló por métodos estándar. 
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8.- RESULTADOS  

 

 

8.1 Líneas celulares con expresión estable de E2 de VPH16. 

En este trabajo se generaron líneas celulares con expresión estable de E2 de 

VPH16 empleando un sistema lentiviral.  Entre las ventajas que ofrece este 

sistema se encuentran:  1) la integración del transgen de interés en el genoma 

de la célula hospedera, lo que lleva a la expresión constante, 2) la selección 

empleando un gen de resistencia, 3) la capacidad de transportar elementos 

genéticos complejos como policistrones y 4) su relativa facilidad para la 

producción y manipulación [43].  

Las líneas celulares empleadas para evaluar los distintos efectos que E2 de 

VPH16 puede tener en los procesos celulares como respuesta a daño al DNA 

o ciclo celular fueron las RKO, H1999 y C-33 A. La línea celular RKO (p53+/+) 

corresponde a células provenientes de un carcinoma de colon, con la 

presencia del gel TP53, la línea celular H1299 (p53-/-) provienen de un 

carcinoma de pulmón donde el gen TP53 se encuentra deletado parcialmente 

y no hay expresión de la proteína p53, ambas líneas celulares son VPH 

negativas. En el caso de la línea celular C-33 A, corresponde a células 

provenientes de cáncer cérvico-uterino, pero sin la presencia de DNA viral del 

virus del papiloma, donde la proteína p53 se expresa, pero no es funcional ya 

que presenta mutaciones en el dominio de unión al DNA. En la figura 11 se 

aprecia la morfología de las distintas líneas utilizadas.  
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Figura 11. Morfología de líneas celulares empleadas. A) Línea celular RKO, B) Línea 

celular H1299 y C) Línea celular C-33 A, todas las líneas celulares son negativas para la 

presencia del virus de papiloma humano. Imágenes tomadas del sitio web American Type 

Culture Collection (ATCC). 

 

Las distintas líneas celulares se infectaron con lentivirus E2 de VPH16, y se 

seleccionaron con puromicina (0.5µg/ml) por un periodo de siete días, y 

permitiendo que llegaran a confluencia para realizar los ensayos posteriores. 

Cabe mencionar que la titulación del virus que lleva la expresión del transgen 

de E2 VPH16 no fue posible realizarla de manera rutinaria, ya que cuando se 

intentó se obtuvieron títulos bajos.  

A) B) 

C) 
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Tras la infección y selección se evaluó la expresión de E2 a nivel de RNA 

mensajero y se determinó su funcionalidad biológica empleando un promotor 

responsivo a E2. En la figura 12 A, B y C se muestran los resultados de los 

ensayos de RT-PCR. 

 

Figura 12. Expresión de E2 del virus de papiloma humano 16. La expresión de E2 se 
evaluó mediante RT-PCR; el amplificado de 500 pb se observa únicamente en células que se 
transducieron con el lentivirus-E2. A) Células RKO, B) Células H1299 y C) Células C33 A. 

 

Debido a las dificultades técnicas que representa determinar la expresión de 

la proteína E2 y a que las células que son capaces de adaptarse a la expresión 

de E2 deben mantener bajos sus niveles, la presencia de esta proteína se 

evaluó de manera indirecta, a través de su actividad como regulador 

transcripcional del promotor viral. Para este fin, se transfectaron en las líneas 

celulares sin expresión y con expresión de E2 de VPH16, 2 μg del plásmido 

pGL4.10-LCR18, que es un vector reportero donde la expresión del gen de 

luciferasa es regulada por la LCR de VPH tipo 18 (LCR18). Como se puede 

observar en la figura 13 panel A, B y C, la LCR18 muestra mayor actividad 

biológica en células con expresión estable de E2 de VPH16 en comparación 

A) 

B) 

C) 
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de células sin expresión de la proteína viral. Una vez determinada la presencia 

y funcionalidad de la proteína E2 de VPH16 las líneas celulares se utilizaron 

para ensayos posteriores. 

 

Figura 13. Actividad biológica de la proteína E2 de VPH16. La presencia y funcionalidad 
de E2 de VPH16 fue evaluada al medir la actividad la expresión del gen reportero luciferasa 
cuya expresión es regulada por la región larga de control del virus de papiloma humano tipo 
18 (imagen superior). Los ensayos de transfección se realizaron por duplicado y se muestra 

el promedio.  

 

Para inducir la respuesta ante daño al DNA de la proteína p53, las células se 

trataron con el fármaco doxorubicina, agente citotóxico, que se intercala en el 

DNA, bloqueando la replicación al obstruir a la topoisomerasa II [44]. En la 

figura 14, panel A, se observan los niveles basales de p53 tanto en células 

RKO sin y con expresión de E2 VPH16 (Figura 14 panel A, carriles 1 y 3); 

después del tratamiento con doxorubicina los niveles de la proteína p53 se 
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incrementan (figura 14, panel A, carriles 2 y 4), de acuerdo con lo reportado 

[45]. Como era de esperarse en las células H1299 no se detecta la presencia 

de la proteína p53 (figura 14, panel B).

 

Figura 14. Expresión de la proteína p53 tras el daño al DNA. Los niveles de la proteína p53 

se evaluaron por western blot, en presencia y ausencia de E2 VPH16, así como sin y con 

inducción de daño (vehículo/doxorubicina (DOXO) 0.5 µM/ml por 8 horas), tanto en células 

p53+/+ (panel A) como p53-/- (panel B), respectivamente. 

 

Una vez que confirmamos que los niveles de p53 se incrementan tras el 

tratamiento con doxorubicina (DOXO), evaluamos la respuesta de algunos de 

los genes blanco de regulación transcripcional de la proteína p53, en presencia 

de E2 VPH16. Las líneas celulares fueron expuestas a doxorubicina (0.5 

µM/ml) por un tiempo de 8 horas y se obtuvo el RNA total para realizar la 

reacción de qRT-PCR. Los genes evaluados incluyeron genes de respuesta 

temprana y tardía según la severidad del daño provocado, dando información 

sobre el probable destino de la célula. Todos son blanco de regulación por la 

proteína p53, reportados por Shannon et. al. en 2013 (Tabla 2) [46]. 

 

 

 

A B 
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Tabla 2. Genes regulados por p53, evaluados por qRT-PCR. 

Respuesta temprana 

Con caja TATA  

P21 Inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 1A 

MDM2 Doble minuto murino 

Cdk5rap1 Proteína 1 asociada a la subunidad reguladora CDK5 

Sin caja TATA  

BTG2 BTG Factor anti-Proliferación 2 

PUMA Modulador de apoptosis sobre-regulado por p53  

IGF1R Receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1 

Respuesta tardía 

Con caja TATA  

DR5 Receptor de muerte 5  

Sin caja TATA  

FAS Receptor de muerte de superficie celular FAS 

Apaf Factor activador de la proteasa apoptotica-1 

Sertad 1 Proteína 1 con dominio SERTAD 

 Tomado de Shanon et. al. 2013 

 

Los genes de respuesta temprana evaluados que participan en la regulación 

del ciclo celular son: p21, BTG2, CDK5RAP1 e IGFR1, regulador MDM2 y el 

gen pro-apoptotico PUMA, mientras que los de respuesta tardía son pro-

apoptoticos e incluyen DR5, FAS, Apaf-1, sertad1 y NoxA. 

 

8.2 Evaluación de la expresión de genes regulados por p53 ante 

daño al DNA en presencia de E2 VPH16 en contexto p53 +/+. 

 

Los resultados del tratamiento con doxorubicina y evaluación de la respuesta 

ante daño se muestran en la figura 15; la expresión de los genes CDK5RAP1, 

e IGFR1 (panel A y B) no mostraron cambio en su expresión ni por la presencia 

de E2 VPH16 ni tras el tratamiento con doxorubicina, apoyando el hecho de 

que la activación de genes responsivos a p53 en gran medida depende del 

tipo de daño y del contexto celular.  
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Figura 15. Expresión de genes CDK5RAP1 e IGFR en células RKO y RKO-E216 no 

tratadas y tratadas con doxorubicina. A) qRT-PCR de DCK5RAP1 (proteína 1 asociada a 

la subunidad reguladora de la cinasa dependiente de ciclina 5). B) qRT-PCR de IGFIR 

(receptor al factor de crecimiento tipo insulina). Sin diferencia significativa. 

En el caso de genes relacionados con el arresto del ciclo celular, como p21 

(Figura 16 A columna 3). El incremento en la expresión de este gen es 

consistente con lo reportado, donde p53 censa el daño al DNA y activa su 

expresión; en células con expresión de E2 VPH16 tratadas con doxorubicina, 

el nivel de transcrito de p21 es mayor en comparación con células sin 

expresión de E2 (Figura 16 panel A columnas 3 y 4).  

 

Figura 16. Expresión de genes p21 y BTG2 en células RKO y RKO-E216 no tratadas y 

tratadas con doxorubicina. A) RT-PCR de p21. B) RT-PCR de BTG2 (Factor de anti-

proliferación BTG2), * p<0.05. 
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La expresión del gen BTG2 se incrementa considerablemente tras el 

tratamiento con doxorubicina tanto en células con presencia de E2 VPH16 

como en ausencia de la proteína viral; sin embargo, el incremento del transcrito 

en presencia de E2 es menor en comparación con células sin expresión de E2 

(Figura 16 panel B columna 3 y 4), la proteína BTG2 participa en el punto de 

control de ciclo celular G1 en respuesta al daño al DNA en distintos tipos 

celulares [47] 

Otros transcritos que incrementaron el nivel después del tratamiento con 

doxorubicina fueron SERTAD, NOXA y APAF1, sin que hubiera diferencia 

entre células sin la presencia de E2 o con la presencia de E2 (figura 17 panel 

A, B y C, columna 3 y 4, en cada panel). Estos resultados muestran que los 

promotores son regulados por p53 en presencia de daño y que E2 VPH16 no 

parece participar en su regulación.   

 

 

Figura 17.  Expresión de genes SERTAD, NOXA y APAF1 en células RKO y RKO-E216 
no tratadas y tratadas con doxorubicina. A) RT-PCR de SERTAD (co-activador 
transcripcional de SMAD1), B) RT-PCR de NOXA miembro de la familia BCL2.  C) RT-PCR 
de APAF1(Factor 1 activador de proteasa de apoptosis).   

 

De los genes evaluados, un grupo de ellos mostró disminución del transcrito 

en presencia de E2 VPH16 en condiciones sin estrés como es el caso de: 

MDM2, DR5, FAS, y PUMA, todos los trascritos de los genes mencionados 
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responden a tratamiento de doxorubicina, sin que exista diferencia entre 

células que expresan o no a la proteína E2, figura 18 panel A, B, C y D.  

 

 

 

 

Figura 18. Expresión de genes MDM2, DR5, FAS y PUMA en células RKO y RKO-E216 
no tratadas y tratadas con doxorubicina. RT-PCR de MDM2 (murine doble minute 2), B) 
RT-PCR de DR5 (Receptor de muerte 5). C) RT-PCR de FAS (proteína transmembranal), D) 
RT-PCR de PUMA (Modulador de apoptosis sobre regulado por p53), * p<0.05. 

 

Cabe mencionar que en el reporte de Shanon et. al. 2013, el transcritos de los 

genes pro-apoptóticos evaluados el nivel máximo del transcrito se alcanza 
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entre las 12 y 24 horas, por lo que sería conveniente evaluar por un tiempo 

más prolongado el comportamiento de estos genes para determinar si existe 

en ellos una diferencia cuando la proteína viral E2 VPH16 está presente.  

Resumiendo, en la tabla 3, algunos de los genes analizados tanto de expresión 

temprana como de respuesta tardía, muestran cambios en sus niveles por la 

sola presencia de E2 de VPH16, mientras que otros no presentan cambios aún 

después de la inducción de daño al DNA, descartando así su participación en 

los mecanismos de respuesta a daño al DNA. La observación de que algunos 

de los genes evaluados (MDM2, DR5, FAS, y PUMA) sufran una modificación 

en el nivel de su transcrito por la sola expresión de E2, coincide con los 

reportes de que la expresión de E2 modifica genes implicados en apoptosis 

sin estímulos adicionales [18],[19]. 

 

Tabla 3. Resumen del nivel de expresión de genes evaluados. El color verde representa el 
incremento del transcrito, en color amarillo nivel basal de expresión y en color rojo disminución 
en el transcrito.  
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Para tratar de entender el papel de E2 en la regulación de los genes blanco de 

p53, que mostraron modificación en el transcrito (p21, BTG2, MDM2, DR5, 

FAS, y PUMA) en las condiciones descritas (es decir, células positivas para 

p53), evaluamos el comportamiento de la expresión de estos mismos genes 

ante el tratamiento con doxorubicina en células sin presencia de la proteína 

p53. El modelo que se eligió para ello fue la línea celular H1299 por lo que se 

obtuvo una contraparte de esta línea celular transducidas con el lentivirus E2 

VPH16.  

 

8.3 Evaluación de la expresión de genes regulados por p53 ante 

daño al DNA en presencia de E2 VPH16 en contexto p53 -/-. 

Las células H1299 fueron tratadas con doxorubicina por 8 horas, se extrajo el 

RNA y se evaluó la presencia de cada transcrito mediante RT-qPCR. El 

transcrito de los genes MDM2 y DR5 no se ve modificados por la sola 

presencia de E2 de VPH16 (figura 19 panel A y B columna 1 y 2), después del 

tratamiento con doxorubicina no se observó incremento en el nivel de 

transcrito, teniendo dependencia por p53 para su activación. 

 

Figura 19. Expresión de genes MDM2 y DR5 en células H1299 y H1299-E216 no tratadas 
y tratadas con doxorubicina. A) RT-PCR de MDM2. B) RT-PCR de DR5. 
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En el caso de los transcritos de los genes p21 y BTG2 los resultados fueron 

interesantes ya que ambos muestran incremento en células con expresión de 

E2 VPH16, figura 20 panel A y B, columnas 3 y 4, en ambos paneles.  

 

Figura 20. Expresión de genes p21 y BTG2 en células H1299 y H1299-E216 no tratadas 

y tratadas con doxorubicina. A) RT-PCR de p21, B) RT-PCR de BTG2, * p<0.05, **  p<0.059, 

*** p<0.0002. 

 

En cultivos celulares asincrónicos con expresión de E2 VPH16 y sin ningún 

estímulo particular, los niveles del transcrito de p21 se ven disminuidos en 

comparación con el observado en células control (Figura 20 panel A columna 

2). Después de la exposición a doxorubicina, el mRNA de p21 muestra un 

incremento de 2.5 veces en las células control (Figura 20 panel A, columna 3), 

a pesar de la carencia de p53.  Este resultado podría explicarse debido a que 

la región promotora de p21 existen sitios de unión para distintos factores de 

transcripción, aunque la activación transcripcional por factores distintos a p53 

está asociada mayormente a funciones como senescencia, diferenciación o 

apoptosis [48]. Resultó llamativo que en las células H1299-E2VPH16 tratadas 

con doxorubicina el transcrito de p21 se elevó más de 4 veces en comparación 

con las células control (Figura 20 panel A, columna 4 y 3), al momento no se 

conocen sitios de unión para E2 VPH en la región promotora de p21 que 

permitan suponer su activación se deba a la interacción directa por esta 

proteína viral, pero puede participar de manera indirecta al interactuar con 
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otros factores de transcripción. Se requieren de más experimentos que 

permitan dilucidar el mecanismo de activación de promotores blanco de p53 

por E2 en ausencia de esta proteína celular. 

El otro regulador negativo del ciclo celular que participa en el arresto en G1/S 

o G2/M que fue evaluado en células H1299 fue BTG2. El nivel de mRNA no 

mostró incremento tras la exposición de las células H1299 (p53-/-) a 

doxorubicina, (Figura 20 panel B columna 1 y 3). Sin embargo, en cultivos con 

presencia de E2 VPH16 y con tratamiento con doxorubicina el nivel de 

transcrito se incrementa; se ha reportado que la activación de este gen de 

manera independiente de p53, ocurre vía PKC-δ [49].  

Respecto a los genes implicados en apoptosis FAS y PUMA evaluados en este 

trabajo (Figura 21 panel A y B respectivamente) fue interesante observar que 

el tratamiento con doxorubicina no incrementó el nivel de transcrito, debido a 

la necesidad de la proteína p53 para la activación del promotor. En contraste, 

en células que expresan E2 VPH16 aumenta el nivel de transcrito de ambos 

genes, sugiriendo la participación de E2 en la regulación a nivel transcripcional 

de estos genes. E2 participa en la inducción de apoptosis de manera 

dependiente e independiente de su actividad transcripcional, tanto en células 

VPH positivas como VPH negativas.  

 

Figura 21. Expresión de genes PUMA y FAS en células H1299 y H1299-E216 no tratadas 

y tratadas con doxorubicina. A) RT-PCR de PUMA. B) RT-PCR de FAS, * p<0.05. 

 



50 
 

Se ha demostrado que E2 participa en la regulación transcripcional mediada 

por p53 de algunos promotores blanco, aunque se desconoce el mecanismo, 

pero la interacción directa entre estas proteínas (p53-E2) puede estar 

implicada; en ausencia de la proteína p53, la presencia de E2 favorecería la 

activación de promotores involucrados en la detección de ciclo celular y 

apoptosis. Nuevamente, se requiere de más experimentos que permitan 

conocer si en las vías de activación independientes de p53, E2 VPH16 podría 

tener una participación. En las tablas 4 y 5 se resumen estos resultados. En 

células sin expresión de p53 y después del daño a DNA inducido por 

doxorubicina, la presencia de E2 favorece la expresión de genes que 

participan en arresto de ciclo celular y apoptosis. En la tabla 4 y 5 se resumen 

la expresión de  

 

 

Tabla 4 y 5. Comparación entre un contexto p53+/+ y p53-/-. Después del tratamiento con 
doxorubicina en las células con expresión de p53 se activa la expresión de genes relacionados 
con detención de ciclo celular y apoptosis, por otro lado, en células carentes de p53 la 
activación de genes relacionas con los procesos antes mencionados parece estar relacionado 
con la presencia de E2 VPH16.  
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8.4 Participación de E2 VPH16 en la regulación del ciclo celular   

 

Como se mencionó previamente la proteína viral E2 también interactúa con un 

amplio número de proteínas celulares, modificando procesos en los que estas 

se ven involucradas. En el grupo de trabajo en 2008 describió la interacción 

entre E2 y el factor de transcripción celular TAF1 [21], involucrado en el 

reconocimiento de la caja TATA y el reclutamiento de TBP o el elemento 

iniciador (Inr) en promotores carentes de caja TATA [50]. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el grupo de trabajo por García-

Venzor (tesis de maestría), donde la expresión de E2 de VPH16 modifica la 

unión de TAF1 a promotores involucrados en la regulación del ciclo celular 

como ciclina D, ciclina A, p27, y GADD45, entre otros y como consecuencia el 

nivel de transcrito se ve modificado, en esta parte del trabajo determinamos si 

lo anterior tenia consecuencia sobre el ciclo celular. En el trabajo antes 

mencionado se empleó a la línea celular C-33 A, infectada con un adenovirus 

recombinante para permitir la expresión de E2 por periodos cortos de tiempo 

(48 horas, en ese trabajo), por lo que en este trabajo empleamos el sistema 

lentiviral que describimos en secciones previas, para transducir la misma línea 

celular y de esta manera permitir la expresión de E2 por un periodo prolongado 

de tiempo que permitiera realizar ensayos de sincronización y liberación.  

 

 8.4.1 Efecto de E2 en la fase G2/M del ciclo celular 

En primera instancia se evaluó el perfil de ciclo celular de manera asíncrona 

en células sin expresión y con expresión de E2 de VPH16; cabe mencionar 

que, desde su infección hasta su empleo para estos ensayos, las células llevan 

un periodo de crecimiento de al menos 20 días. En la figura 22 se muestra el 

perfil de ciclo celular de células C-33 A y C-33 A-E2VPH16.  
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Figura 22. Perfil de ciclo celular de la línea celular C-33 A. A) Células no transducidas y B) 
transducidas con E2 HPV16.  

 

El resultado muestra un perfil similar entre ambas líneas celulares, es decir el 

porcentaje en cada fase (G1, S y G2/M) es similar. Para tratar de evidenciar 

algún efecto de E2 sobre el ciclo celular de la línea celular C-33 A se 

emplearon dos métodos para sincronizar a las células en dos fases del ciclo 

celular, en G0/G1 y G2/M empleando medio RPMI y nocodazol 

respectivamente.  

Para la sincronización celular en fase G2/M las células se incubaron con 

nocodazol por 48 horas, la acción del nocodazol ocurre evitando la 

polimerización de los microtúbulos; posteriormente se retiró el medio con el 

fármaco y se remplazó por medio completo con suero al 10% cosechando las 

células a las 3, 6, 9, 12, 24 y 30 horas, para ser analizadas por citometría de 

flujo. 

En la figura 23 panel A y B se muestra el perfil de ciclo celular asíncrono en 

ambas líneas celulares. En los paneles C y D, se observa el resultado de la 

sincronización con nocodazol, donde se alcanza un enriquecimiento en la fase 

G2/M de un 80 % aproximadamente, en ambas líneas celulares. 
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Figura 23. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Cultivo asíncrono de células C-33A y C-33A E216. C y D) Cultivo síncrono de células C-33A 
y C-33A E216 en fase G2/M, con nocodazol al 0.2 µg/ml-Sigma por 20 horas 

 

Posterior a la sincronización en fase G2/M, las células se cosecharon a 

distintas horas, en la figura 23 se muestra el perfil de ciclo a las 3 y 6 horas, a 

estas horas no se aprecia diferencia entre células sin expresión y con 

expresión de E2. 

 

Figura 23. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 tras 3 horas con suero al 10%, C y D) Células C-33A y C-33A 
E216 tras 6 horas con suero al 10%. 
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A las 9 horas, en las células sin expresión de E2 se aprecia que se inicia la 

entrada a la fase S, es decir abandonan la fase G1 a diferencia de las células 

con expresión de E2 donde a las mismas horas de liberación, aún no llegan a 

la fase S del ciclo (figura 24 panel A y B). Algo similar se observa a las 12 

horas tras la liberación del tratamiento con nocodazol, en células con 

expresión de E2 donde el porcentaje de células en fase S, es decir que han 

abandonado la fase G1 es menor (figura 24 C y D). 

 

 

Figura 24. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16. A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 tras 9 horas con suero al 10%, C y D) Células C-33A y C-33A 
E216 tras 12 horas con suero al 10% 

 

Siguiendo la cinética de liberación el perfil de ciclo, se realizó su evaluación a 

las 24 y 30 horas, donde un mayor número de células en fase S se aprecia en 

células sin expresión de E2 (figura 25), sugiriendo que en células con 

expresión de E2 el tránsito por la fase G1 es más lenta en comparación con 

células sin expresión de la proteína viral. 
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Figura 25. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Células     C-33 A y C-33 A E216 tras 24 horas con suero al 10%, C y D) Células C-33 A y C-
33 A E216 tras 30 horas con suero al 10% 

 

 

8.4.2 Efecto de E2 en la fase G1 del ciclo celular 

De manera adicional la línea celular C-33 A sin y con expresión de E2 de 

VPH16 fue sincronizada en fase G1; para este fin se utilizó medio RPMI libre 

de isoleucina (RPMI), Cifuentes y col., en 2013 reportaron el uso de este medio 

para sincronizar células de cáncer de próstata en fase G1. Esta metodología 

funciona ya que el aminoácido isoleucina al no estar presente en el medio 

evitará la formación de proteínas donde este aminoácido forme parte. 

Las células fueron incubadas durante 24, 48 y 72 horas con medio RPMI con 

la finalidad de enriquecer a las células en la fase G1; el porcentaje de células 

en esta fase en ambas líneas celulares durante los tiempos mencionados 

alcanzó en promedio el 60 % (figura 26 panel C y D y figura 27 panel A, B, C 

y D). 
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Figura 26. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16. A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 en cultivo asíncrono, C y D) Células C-33A y C-33A E216 tras 
24 horas en medio RPMI libre de isoleucina 

 

Incubación de células sin y con expresión de E2 por 48 y 72 horas con medio 

RPMI (figura 27 panel A, B, C, D), el porcentaje en las distintas fases del ciclo 

celular es similar entre ambas líneas celulares. 

 

 

Figura 27. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 tras 48 horas en medio RPMI libre de isoleucina, C y D) Células 
C-33A y C-33A E216 tras 72 horas en medio libre de isoleucina. 
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Para los ensayos posteriores de arresto y liberación se decidió utilizar el tiempo 

de 48 horas para el enriquecimiento en fase G1, pasado este tiempo se cambió 

el medio remplazándose por medio completo y las células cosechadas para su 

análisis por citometría a las 4, 8, 12, 24 y 30 horas.   

En células con crecimiento asíncrono el porcentaje en las distintas fases del 

ciclo celular son muy similares entre células sin expresión y con expresión de 

E2 (Figura 28 panel A y B).  

 

 

 

Figura 28. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16. A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 en cultivo asincrónico, C y D) Células C-33A y C-33A E216 tras 
48 horas en medio RPMI libre de isoleucina. 

 

Después del arresto por 48 horas se cosecharon las células las células a las 4 

y 8 horas, como se observa en la figura 29 panel A, B, C y D, el porcentaje de 

células en las distintas fases del ciclo entre células sin expresión y con 

expresión de E2 es similar (Figura 29 panel A, B, C y D). 
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Figura 29. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 después de 4 y 8 horas con suero 

 

Después de 12 horas de liberación el porcentaje en la fase S en células sin 

expresión con E2 es mayor en comparación con células que expresan E2, 

figura 30 panel A y B. Algo similar ocurre en el perfil de ciclo celular a las 24 

horas post-liberación figura 30 panel C y D, es decir, en células sin expresión 

de E2 el porcentaje de células en fase S es mayor en comparación con células 

que expresan E2, figura 30 panel C y D. 

 

 



59 
 

 

Figura 30. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Células C-33 A y C-33 AE216 después de 4 y 8 horas con suero 

 

El último tiempo se evaluó a las 30 horas tras la liberación manteniendo un 

comportamiento similar al perfil del ciclo observado en tiempos de liberación 

previos (12 y 24 horas).   

 

 

Figura 31. Perfil de ciclo celular de células sin y con expresión de E2 VPH16.  A y B) 
Células C-33A y C-33A E216 después de 30 horas con suero 

 

Tomando en cuenta los antecedentes donde genes reguladores de la fase G1 

del ciclo se ven modificados tras la expresión de E2, así como la unión del 

regulador transcripcional TAF1, se evaluó la expresión de ciclina D, p27. Los 

resultados obtenidos se muestran en la figura 32. 
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8.4.3 Evaluación de genes asociados a fase G1 del ciclo celular 

Se observa un incremento en el transcrito de un 50% para ciclina D y 100% en 

el caso de p27 (Figura 32, panel A) cuando la proteína E2 está presente. Para 

determinar la posible modificación en la unión de TAF1 a los promotores de 

los genes analizados se realizó inmunoprecipitación de cromatina. Como se 

aprecia en la figura 32 panel B, la presencia de E2 de VPH16 modifica la unión 

de TAF1, ya que en el caso de ciclina D y p27 se detectó una disminución en 

la unión de TAF1 (50% y 30% respectivamente). 

 

 

Figura 32. Expresión de ciclina D1 y p27 y unión de TAF1 a promotores responsivos. A) 
Los niveles de transcritos de ciclina D y p27 fueron evaluados por RT-qPCR. B) Unión de TAF1 
a los promotores de ciclina D y p27. 

 

Los resultados de expresión correlacionan con el retraso en la salida de la fase 

G1 observado en células con expresión de E2VPH16 (sincronización en fase 

G2/M y G1). Aunque ciclina D es la subunidad reguladora del complejo 

formado con Cdk4 o Cdk6, cuya actividad es necesaria para la transición G1/S, 

su incremento no explicaría por sí mismo el retraso en la fase G1; sin embargo, 

la sobre-expresión de p27 está asociada con una detención del ciclo celular 

debida a su unión a ciclina D de manera individual o en complejo con Cdk4, 

inhibiendo la actividad catalítica, por lo que el incremento observado a nivel de 
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mensajero de p27 podría explicar el retraso en la salida de la fase G1; lo 

anterior nos llevó a evaluar los niveles de la proteína p27 como pieza 

importante de la regulación de la fase G1/S. 

Lo que se observó fue que el nivel de las proteínas p27 y ciclina D se 

incrementan en células con expresión de E2 en comparación con células 

carentes de ella (figura 33 panel A y B)  

 

 

 

Figura 33. Nivel de proteína de p27, ciclina D y TAF1. A) Western blot de p27 y ciclina D, 
B) Análisis de densitometría de A. C) Western blot para la proteína TAF1. 

 

En el trabajo de tesis de Ramírez-Salazar en 2011, se reportó que el nivel de 

mRNA de una importante cantidad de genes implicados en la transición G1/S 

del ciclo celular son alterados tras la expresión de E2 de VPH16, entre ellos 

TAF1, por lo que se decidió evaluar a nivel de proteína. Para el ensayo de 

western blot se realizó extracción de proteínas totales de las distintas líneas 

celulares empleadas en este trabajo en condiciones de crecimiento 

asincrónico; se aprecia un mayor nivel de proteína TAF1 en células con 
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expresión de E2VPH16 en comparación con células sin expresión de E2 

(figura 33 panel C). 

Los resultados obtenidos sugieren la participación de la proteína viral E2 en la 

regulación de la transición G1/S del ciclo celular, involucrando al factor de 

transcripción general TAF1, cuya actividad modifica la expresión de diversos 

genes celulares involucrados en la regulación de esta fase; el retraso 

observado en la salida de la fase G1 puede traer beneficios para el virus 

particularmente en la replicación del genoma viral permitiendo tener los 

elementos necesarios para que se lleve a cabo de manera exitosa. 
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9.- DISCUSIÓN. 

La expresión elevada de la proteína E2 puede ser tóxica, tanto en células 

transformadas por VPH en donde la represión transcripcional de los 

oncogenes virales E6-E7 y la reactivación de supresores de tumor p53 y RB 

resulta en la inhibición de la proliferación y/o en la muerte celular [1-3], así 

como en líneas celulares carentes de VPH, en las que su sobre-expresión 

induce muerte celular de manera independiente pero también dependiente de 

p53 [3,4], involucrando ya sea su actividad transcripcional (activación de 

caspasa 8), o bien otras funciones de supresor tumoral [5,6]. Sin embargo, 

diversos trabajos han demostrado que la expresión de esta proteína viral en 

niveles lo suficientemente bajos en un ambiente carente de otros productos 

génicos de VPH, como es el caso de las células CHO49 [56], U2OS [4–6], 

HaCaT [7,8] y C33 A [60], es compatible con la sobrevivencia celular, haciendo 

posible mantener las líneas celulares durante varios pasajes. Coincidiendo con 

lo anterior, en este trabajo haciendo uso de un sistema lentiviral logramos la 

expresión de E2 del VPH16 por varios pasajes en células C33 A, RKO y H1299 

(Figura 12 y 13 panel A, B, C).  

Entre las proteínas con las que E2 interactúa, la que sucede con p53 ha sido 

poco estudiada. De manera reciente se demostró que en células VPH16 

positivas se mantienen niveles bajos de la proteína p53, y que su interacción 

con E2 es importante para completar el ciclo viral de manera exitosa, ya que 

al perderse esta interacción las células mostraron inhibición de la proliferación, 

senescencia e incremento de daño al DNA, evidenciando que la expresión de 

p53 es importante durante el ciclo viral [61]. En nuestro trabajo se evaluó la 

participación de E2 en la respuesta mediada por p53 ante daño al DNA 

observando que algunos genes no modificaron su expresión después del daño 

al DNA inducido por doxorubicina, como es el caso de IGFR, CDK5RAP1. Esto 

indica que aparentemente estos genes no están asociados con la respuesta a 

daño al DNA inducido por este fármaco (figura 15 panel A y B), debido a que 

la respuesta orquestada por p53 depende del tipo de daño y del contexto 
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celular. Por ejemplo, la expresión y actividad de CDK5RAP1 depende del tipo 

celular, ya que la deficiencia en su expresión induce arresto del ciclo celular y 

apoptosis en células de cáncer de mama [62], mientras que en células 

cerebrales su actividad no está asociada a la regulación del ciclo celular, pero 

sí con la diferenciación y regulación de las dinámicas del neurocitoesqueleto 

[63]. 

Uno de los genes regulados por p53 mejor conocidos es p21. En este trabajo 

se observó incremento en el transcrito de p21 tras el tratamiento con 

doxorubicina, siendo más evidente en células que expresan E2; una posible 

explicación es que en células con expresión de E2 la interacción p53-E2 

promueva o estabilice la unión de p53 al promotor de p21, favoreciendo su 

expresión.  

Se ha reportado que BTG2 en células HeLa tras el tratamiento con 

doxorubicina induce muerte celular aunado a un incremento en el nivel de la 

proteína [64]; en este trabajo el nivel de transcrito en presencia de E2 es menor 

en comparación con células sin E2 (figura 16 panel B columna 3 y 4), quizá 

esta diferencia a nivel de RNAm se vea reflejado en el nivel de proteína 

evitando así la muerte celular por BTG2 y favoreciendo el arresto celular [64].  

En el caso de los genes inductores de apoptosis como DR5, NOXA, SERTAD, 

y APAF (figura 17 panel A, B y C columnas 3 y 4), se produjo respuesta al 

tratamiento con doxorubicina, como era de esperarse, debido a que en la 

región promotora de estos genes existen sitios responsivos a p53 [65], sin que 

exista diferencia entre células sin y con expresión de E2.   En otro grupo de 

genes como es el caso de MDM2, DR5, FAS y PUMA, después del tratamiento 

con doxorubicina se muestra respuesta ante daño, sin que exista diferencia 

entre la ausencia y presencia de E2 (figura 18, panel A, B, C y D columnas 3 

y 4), por un lado, estos resultados muestran que E2 podría participar en la 

respuesta ante daño al DNA favoreciendo la expresión de genes reguladores 

del ciclo celular más que genes apoptóticos, y por otro, que la regulación es 

específica a ciertos genes celulares. Algo que llamo la atención fue la 
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regulación a la baja del transcrito de los genes previamente mencionados 

(MDM2, DR5, FAS y PUMA) en condiciones sin estrés celular (figura 18, panel 

A, B, C y D columnas 1 y 2), estos resultados concuerdan con lo conocido 

respecto a que E2 regula la expresión de genes asociados con apoptosis, 

proliferación [16], por la interacción con proteínas celulares que regulan la 

expresión de los genes mencionados. 

Los resultados obtenidos en células carentes de p53-/- después de la 

exposición a doxorubicina resultan interesantes, permitiéndonos evaluar la 

posible participación de E2 VPH16 en la regulación después del daño a DNA. 

En el caso de MDM2 y DR5 (figura 19 panel A y B) no hubo cambio en el 

transcrito ni por la presencia de E2, ni por el tratamiento por doxorubicina, 

ambos son genes con sitios canónicos de reconocimiento por p53, 

dependientes de la unión de esta proteína celular para inducir su expresión 

[39]. Los dos genes reguladores del ciclo celular evaluados en este trabajo p21 

y BTG2, muestran incremento en el transcrito después del tratamiento con 

doxorubicina en células con expresión de E2 (figura 20 panel A y B columnas 

3 y 4); algo similar ocurre con los genes pro-apoptóticos PUMA y FAS (figura 

21, panel A y B columnas 3 y 4), sugiriendo que E2 VPH16 interfiere en la 

regulación transcripcional de estos promotores después de daño al DNA. Parte 

de la explicación puede implicar la interacción de E2 con proteínas 

relacionadas en la respuesta a daño a DNA, como TopBP1, PARP, BRAC1, 

afectando su función. Adicionalmente, reportes previos muestran que algunos 

de los promotores blanco de p53 son activados de manera independiente a 

esta proteína, involucrando las vías como ATM/ATR en respuesta a distintos 

estímulos que dañan al DNA, como la exposición a radiación ionizante, 

doxorubicina, cisplatino, entre otros [66], [67] y la participación de proteínas 

como p65 en la regulación de genes blanco de p53 en ausencia de esta 

proteína [68], así como la participación de la vía PKC-d [49]. Se requieren 

experimentos adicionales que permitan concluir si lo observado en células 

H1299 (p53-/-) es debido a que E2 influye en la regulación transcripcional de 

los genes evaluados de manera directa uniéndose al promotor, o indirecta al 
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interactuar con proteínas celulares; si bien el mecanismo no fue determinado 

en este trabajo, el hecho de que genes que favorecen el arresto celular o 

apoptosis se vean incrementados en presencia de la proteína viral, podría ser 

una acción por parte de E2 VPH16 para favorecer completar el ciclo viral de 

manera exitosa evitando que las células que presentan daño mueran y de esta 

manera mantener la infección viral persistente. 

La participación de E2 en la regulación del ciclo celular se ha reportado 

previamente; por ejemplo, la eliminación del punto de control mitótico, 

relacionado con el recambio de p53 [69]. Los antecedentes en el grupo de 

trabajo hicieron suponer la participación de E2 VPH16 en la regulación del ciclo 

celular, por lo que se evaluó en las células C-33 A, línea celular empleada en 

el trabajo previo. La sincronización en fase G2/M con nocodazol y su liberación 

del arresto, permitió observar un retraso en la salida de la fase G1 del ciclo en 

células con expresión de E2 en comparación con células sin expresión, ya que 

el enriquecimiento en la fase S ocurre primero en células carentes de E2 (figura 

24 y 25). De la misma forma, sincronizar a las células en fase G1/S empleando 

medio RPMI isoleucina-free y ser liberadas del arresto, mostró nuevamente el 

retraso en la salida de la fase G1/S a las 24 horas y 30 horas post-liberación 

(figura 30 y 31); este retraso podría estar asociado con cambios en la 

expresión de genes dependientes de TAF1 involucrados en esta transición, 

como: Ciclina D y p27. La unión de TAF1 no se ve incrementada en presencia 

de E2, por el contrario, se observa disminución en la unión al promotor de 

ciclina D y p27 (figura 32 B). El impacto de la unión de TAF1 en la expresión 

de los genes evaluados se comprobó al medir los cambios en los niveles de 

transcrito, y resultó interesante observar que a pesar de una disminución en la 

unión de TAF1 en los promotores de ciclina D y p27, los niveles de transcrito 

se elevan en células con expresión de E2 en comparación con células sin 

expresión del transgen viral (figura 32 A). Posiblemente, además de la unión 

de TAF1 al promotor, son necesarias sus diversas funciones enzimáticas para 

generar un ambiente propicio y permitir la activación transcripcional. Hilton T. 

L. et al., en 2005 demostraron la importancia de la actividad de histona acetil-
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transferasa (HAT) de TAF1, reportando que esta función es fundamental para 

permitir la unión de SP1 al promotor de ciclina D y activar su transcripción. 

Basado en ello, nuestros resultados sugieren que a pesar de la disminución 

en la unión al promotor de ciclina D y p27, la cantidad de proteína TAF1 

presente es suficiente para acetilar histonas y generar un ambiente que 

permita la unión de activadores transcripcionales como SP1, aunado a la 

posibilidad de que E2 participe en promover cambios en la cromatina que 

permitan la activación transcripcional, como previamente ha sido sugerido [17]. 

Estos resultados confirman que la regulación transcripcional mediada por 

TAF1 es diferencial dependiendo del promotor del que se trate [30], indicando 

también que los mecanismos de regulación transcripcional por este factor van 

más allá de la sola elevación a nivel de proteína (figura 33 panel C).  

Un punto a señalar es que en la línea celular C33 A reguladores importantes 

del ciclo celular como son p53 y pRB, se encuentran mutados. El gen p53 

presenta una mutación puntual que resulta en la pérdida de su capacidad de 

unión al DNA perdiendo la capacidad de unión a promotores responsivos. En 

la línea celular se observa expresión de pRB, la mutación en el gen lleva a la 

perdida de unión a E2F y el control negativo en el ciclo celular. Lo anterior, se 

relaciona con la dificultad en poder sincronizar en fase G1 a las células C33 A, 

ya que el enriquecimiento al usar medio libre de isoleucina fue del 60 % 

aproximadamente; evaluar los efectos de E2 sobre el ciclo celular en un 

ambiente p53 y pRB en su versión wild type, dará información relevante ya que 

en la transición de la fase G1/S participan ambas proteínas celulares.  

El retraso en la salida de la fase G1 hacia la fase S puede explicarse por la 

elevación de p27 (figura 33 panel A). Como parte de la familia CIP/KIP, p27 

regula de manera negativa la actividad del complejo ciclina E/CDK2, por lo que 

un nivel elevado de este inhibidor evitaría la transición de G1/S, ya que para 

una exitosa transición a la fase S se requiere de bajos niveles del inhibidor 

(p27) y cantidades elevadas de CycA, que en presencia de CDK2 con las 

modificaciones postraduccionales apropiadas, promueve la progresión por 
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esta fase del ciclo celular. La modificación del ciclo celular de la célula 

hospedera infectada es una estrategia frecuentemente empleada tanto por 

virus de DNA como de RNA, afectando mediante diversos mecanismos puntos 

importantes en el control del ciclo celular como son: transición G0/G1, G1/S y 

G2/M [70] [71].  

 

Nuestros resultados revelan que la expresión constante de niveles bajos de 

E2 modifica la expresión de TAF1. En el caso de las células C-33 A E216 

observamos un aumento de la proteína de TAF1 (figura 33 panel C), sugiriendo 

que E2 de VPH16 puede regular directa o indirectamente la transcripción de 

TAF1, o bien, que la interacción entre las proteínas E2-TAF1 previamente 

descrita [21], podría ocasionar la estabilización de este factor de la maquinaria 

de transcripción basal.  

Cabe mencionar que el análisis del promotor de TAF1 en el grupo de trabajo 

indicó la presencia de un potencial sitio de unión para E2 con la secuencia 

ACCGcgtcCGGT (ACCGN4CGGT; sitio de unión para E2 reportado), así como 

para otros factores de transcripción celular con los que E2 interactúa como: 

CREB1, Sp1 y p53; también presenta sitios de unión para la familia de factores 

de transcripción E2F, por lo que la expresión de TAF1 podría fluctuar a lo largo 

del ciclo celular como ocurre con otros promotores regulados por esta familia 

de factores de transcripción. Sin embargo, determinar si el mecanismo de 

regulación de TAF1 mediado por E2 de VPH16 ocurre a nivel transcripcional, 

de interacción proteica o si involucra la participación de otras proteínas 

celulares requiere de más experimentos. 
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10.- CONCLUSIONES. 

 

 La E2 de VPH16 modifica la expresión de genes blanco de p53 

implicados en la regulación del ciclo celular como p21 y BTG2 tras el 

daño a DNA en células RKO con p53 wild type. 

 

 E2 de VPH16 altera la expresión de genes involucrados en respuesta a 

daño al DNA como p21, BTG2, PUMA y FAS en células H1299 sin 

expresión de la proteína p53  

 

 La presencia de E2 de VPH16 modifica la expresión de la proteína TAF1 

en la línea celular C-33 A. 

 

 El incremento en la proteína TAF1 inducido por la expresión de E2, 

favorece la expresión del regulador negativo del ciclo celular p27 en 

células C-33 A E2VPH16. 

 

 El aumento en la expresión de TAF1 y p27 provoca retraso en la salida 

de la fase G1 en células C-33 A con expresión de E2 de VPH16.  
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11.- PERSPECTIVAS.  

 

Durante el desarrollo del presente trabajo se observó el posible papel que tiene 

la proteína E2 de VPH16 en la regulación de la expresión de proteínas 

celulares como TAF1 así como su participación en la modulación de la 

respuesta a daño, dependiente de la proteína p53; se obtuvieron resultados 

preliminares que necesitan ser abordados con distintas estrategias 

experimentales que lleven a dilucidar los mecanismos de regulación que 

permitan avanzar en la comprensión de la actividad de E2 en la biología de la 

célula hospedera.  

Sería conveniente determinar la funcionalidad del “posible sitio E2 (E2BS)” 

detectado por análisis in silico en el promotor de TAF1, mediante ensayos de 

gen reportero utilizando esta región promotora, deleciones y mutaciones 

puntuales del potencial sitio de unión de E2 en ella, y analizar su expresión en 

condiciones de presencia y ausencia de E2 VPH16. Así mismo, sería 

conveniente valorar si E2 se une al “sitio E2BS” en el promotor de TAF1 in vitro 

mediante ensayos EMSA, empleando ya sea extractos nucleares de células 

con expresión de E2 VPH16 o proteína E2 de síntesis in vitro purificada o in 

vivo mediante ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina (ChiP). 

Por otro lado, para determinar la participación de E2 VPH16 en la modulación 

de la respuesta a daño al DNA sería conveniente estimar mediante 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChiP) si la unión de p53 a sus promotores 

blanco se modifica en presencia de E2-VPH16 y en respuesta a daño. Otro 

aspecto importante sería evaluar los cambios en la expresión de genes tardíos 

(genes involucrados en apoptosis) a tiempos largos posteriores al tratamiento 

con doxorubicina (mayor a 8 horas), ya que a tiempos cortos su expresión no 

se modifica por la presencia de E2 VPH16. 
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Además, se podría establecer si el incremento observado en la expresión de 

los genes relacionados con el freno en el ciclo y apoptosis, tiene una 

consecuencia para la fisiología celular, es decir, si la presencia de E2 acelera 

la detención de ciclo, aumenta el tiempo de freno o retrasa la salida, en los 

contextos celulares p53 +/+ y p53 -/- o favorece la muerte por apoptosis. 
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13.- APENDICE. 

Tabla 6. Oligonucleótidos empleados. 

Expresión 

Nomb
re 

Secuencia-Fw Secuencia-Rev Tm 

BTG2 
 

5´ TGAGCGAGCAGAGGCTTAAGGT 3´ 5´ TCCTCGTACAAGACGCAGATGGA 3´  60 

MDM2 5´ GTCTGTACCTACTGATGGTGCTGT 3´  5´ GTGCACCAACAGACTTTAATAACTTCA 3´  
 

60 

P21 
 

5´ TGGAGACTCTCAGGGTCGAAAACGGC3´ 5´ AGGGCTTCCTCTTGGAGAAGATCA  3´ 60 

p27 
 

5´ TAACTCTGAGGACACGCA T 3´  
 

5´ TTCTTCTGTTCTGTTGGCTC 3´  
 

60 

Cdk5rap
1 

5´ ACAGTCTCTTTGCTCCGGGAAGTT3´ 
 

5´ TCCTTCAGCCTATGATATGCCCGT 3´ 60 

PUMA 5´ CCCTGCCAGATTTGTGAGACAAGA3´ 
  

5´ GCAGGAGTCCCATGATGAGATTGT  3´ 60 

IGFR1 5´ AGAAGCCGATGTGTGAGAAGACCA3´  5´ TGGCAGCACTCATTGTTCTCGGT 3´ 
 

60 

DR5 5´ CCAAGACCCTTGTGCTCGTTGT 3´  
 

5´ AGGTGGACACAATCCCTCTGA 3´ 
 

60 

FAS 
 

5´ CCAAGACCCTTGTGCTCGTTGT3´ 5´ AGGTGGACACAATCCCTCTGA 3´ 60 

Apaf1 5´ CATCATGGCCCACTCAACAGCAAA 3´ 5´ GGGCAGCAAGATCTTTATATCCTTCA 3´  
 

60 

Sertad1 5´ TTTCCAGAGGACAGCCAACAAGC 3´  
 

5´ AGTCGACTGCCAGAGGTTCCTT 3´  60 

NOXA 
 

5´ GGCTCCAGCAGTTTGGAGACAA 3´ 5´ GGTTCCTGAGCAGAAGAGTTTGGA 3´ 60 

CCNA1 5´ AGA CCC AAA GCA CAC TAC AT 3´  
 

5´ TCC CTC TCA GAA CAG ACA TAC 3´ 60 

Chip 

ChIPp27 5´ AGA CTC GCC GTG TCA ATC 3´  
 

5´ CCG CTC TCC AAA CCT TGC 3´  
 

61 

ChIP   
CCND1 

5´ ATG GCT TTT GGG CTC TCG C 3´ 
 

5´ TCG GCT CTC GCT TCT GCT G 3´ 61 

ChIP   
CCNA1 

5´ AAG CGT AGG TGT GTG AGC 3´ 
 

5´ ACT GTT TCC GTG ACC CGT 3´ 61 
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