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RESUMEN 
Durante la transformación maligna de cérvix existe un aumento en la sialilación. 

Específicamente en cáncer cervicouterino (CaCu) se ha reportado un aumento en 

los niveles de ARNm del gen ST6GAL1. Este gen presenta tres promotores, uno de 

ellos, el promotor P1 da origen a la isoforma H, cuyos niveles están aumentados en 

CaCu. Este promotor presenta sitios de unión a c-Myc por los cuales podría ser 

regulado. El agente etiológico del CaCu es el Virus de Papiloma Humano (VPH), 

clasificados en VPHs de alto y bajo riesgo. Su genoma codifica para la proteína 

oncogénica E6.  Se ha reportado que E6 modifica la expresión de genes, este efecto 

puede ejercerlo a través de su interacción con factores de transcripción como c-myc 

y varía en función del genotipo viral. En este trabajo, se evaluó el efecto que ejerce 

la oncoproteína E6 VPH 16 transfectada de manera transitoria y E6 VPH 16, 18, 62 

y 84 transfectada de manera estable sobre el promotor P1 completo y un fragmento 

de 123 pb así como en sus versiones mutadas en un sitio c-myc transfectados de 

manera transitoria en la línea celular HaCaT. Los resultados obtenidos nos indican 

que E6 VPH 16 disminuye la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1 y que los 

elementos de respuesta a c-myc no están implicados en la regulación de este 

promotor, sin embargo las oncoproteínas E6 VPH 18 y 62 incrementan la actividad 

del promotor, lo que sugiere que durante una infección viral con ciertos genotipos 

de VPH, la proteína E6 podría tener un efecto positivo sobre la expresión del gen 

ST6GAL1 y en consecuencia un aumento en la α2,6 sialilación que se ha reportado 

para este tipo de cáncer. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 
 

1. Cáncer cervicouterino 

El cáncer es una enfermedad caracterizada por el crecimiento rápido y desordenado 

de las células que forman los tejidos, las cuales pueden diseminarse y causar la muerte 

al impedir el funcionamiento normal de los órganos vitales afectados. Las células 

malignas, en caso del Cáncer Cervicouterino (CaCu), se localizan en el cuello del útero 

(Organización Panamericana de la Salud, 2016). 

Con un número estimado de 570,000 casos y 311,000 muertes en 2018, ocupa el 

cuarto lugar en incidencia y mortalidad por cáncer en mujeres a nivel mundial (Bray et 

al., 2018). Cabe destacar, que en países con medio y bajo índice de desarrollo humano 

(IDH), el CaCu ocupa el segundo lugar en mortalidad por cáncer a nivel mundial. En 

México, CaCu ocupa el segundo lugar como causa de muerte por cáncer en la mujer 

lo que nos indica que es un grave problema de salud pública (IARC Global Cancer 

Observatory, 2018). La gran cantidad de estudios epidemiológicos, moleculares y 

experimentales realizados en la búsqueda de asociaciones causales ha demostrado 

que el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el principal agente etiológico del CaCu 

(Walboomers et al., 1999; zur Hausen, 2009). 

El desarrollo del CaCu comienza como una afección precancerosa denominada lesión 

premaligna en el cérvix que es asintomática. Estas lesiones, pueden regresar 

espontáneamente o evolucionar hasta transformarse en carcinoma. Dependiendo del 

espesor del epitelio anormal, las lesiones se denominan de alto (LIEAG) y bajo grado 

(LIEBG). En México el genotipo 16 del VPH es el de mayor prevalencia en CaCu, 

lesiones premalignas y cérvix sin lesión; sin embargo, la prevalencia de otros genotipos 

de VPH varía según dichas condiciones. En cérvix sin lesión los genotipos más 

prevalentes son: VPH- 62, 51, 84, 18; mientras que en LIEBG son: VPH- 84, 58, 59, 62 

y 18, y en LIEAG los genotipos VPH- 31, 18, 70 (Flores-Miramontes et al., 2015). 

Específicamente en CaCu, los genotipos más prevalentes son VPH- 16 (62.8%), 18 

(11.6%), 45 (8.3%), 52, 58 (6.6%), y 39 (5.8%) (Aguilar-Lemarroy et al., 2015).  
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1.1 Factores de riesgo 

El desarrollo del CaCu y de sus lesiones precursoras está asociada a ciertos factores 

sexuales y reproductivos como tener múltiples parejas sexuales (Liu et al., 2015), inicio 

de la vida sexual antes de los 18 años, múltiples embarazos y uso de anticonceptivos 

orales por periodos prolongados (Bosch & de Sanjosé, 2007). También se asocia al 

tabaquismo como factor de riesgo porque los metabolitos de la nicotina han sido 

detectados en el moco cervical de las mujeres que fuman (Schiffman et al.,1987; 

Winkelstein, 1990). 

Las coinfecciones del VPH con otros agentes infecciosos de transmisión sexual, como 

Chlamydia trachomatis, o de agentes virales como el Virus de Inmunodeficiencia 

Humana (VIH) o virus herpes simple tipo 2 (HVS-2) pueden ejercer un efecto sinérgico 

que aumente las posibilidades de provocar alteraciones celulares que conduzcan al 

desarrollo de esta neoplasia (Muñoz et al., 2006; Paba et al., 2008). 

 

2. Virus del Papiloma Humano (VPH) 

2.1 Generalidades 

Los VPH son virus de ADN sin envoltura con un tropismo para el epitelio 

escamoso. Cada partícula de virus consta de una cápside icosaédrica de 

aproximadamente 60 nm de diámetro, que contiene una molécula única de ADN 

circular de doble cadena (Fields, Knipe & Howley, 2013). 

La cápside está organizada en 72 capsómeros y cada uno de estos capsómeros está 

constituido por dos proteínas estructurales, la proteína mayor L1 (55 kDa) 

constituyendo el 80% del total de la cápside, y la proteína menor L2 (70 kDa) que 

constituye el 20% (Howley & Lowy, 2007). 

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. A la fecha, alrededor de 200 genotipos 

de VPH han sido identificados y se han agrupado en 5 géneros: alfa, beta, gamma, mu 

y nu papilomavirus. La clasificación de los VPH se basa en la secuencia de nucleótidos 

del marco de lectura abierto para el gen L1, que codifica a la proteína mayor de la 

cápside viral. Los tipos de VPH que pertenecen a diferentes géneros tienen menos de 

60% de similitud dentro de la parte L1 del genoma. Diferentes especies virales dentro 
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de un género comparten entre 60 y 70% de similitud. Para que un nuevo tipo de VPH 

sea reconocido como tal, debe tener menos del 90% de similitud con cualquier otro tipo 

de VPH (Bernard et al., 2010; de Villiers, Fauquet, Broker, Bernard & zur Hausen, 

2004). 

 

2.2 Clasificación según su potencial oncogénico. 

Aproximadamente 40 genotipos infectan el epitelio anogenital y han sido agrupados de 

acuerdo con su asociación con lesiones benignas o con tumores malignos, en virus de 

bajo y alto riesgo, respectivamente. Dentro de los VPH de alto riesgo se incluyen los 

tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 73, 82, entre los cuales 

los tipos 16 y 18 son los de mayor prevalencia en lesiones malignas de cérvix. Por otro 

lado, los genotipos 6, 11, 32, 40, 42, 43, 54, 61, 62, 70, 72, 74, 81, 83, 84, 86, 87, 91 

se consideran de bajo riesgo, ya que generalmente se encuentran asociados a lesiones 

benignas (Muñoz et al., 2003; Varnai et al., 2007).  

A nivel mundial, los tipos más frecuentemente asociados a tumores malignos de cérvix 

son VPH16, 18 y 45 (IARC, 2012). Sin embargo, algunos tipos virales son encontrados 

con mayor frecuencia que otros, dependiendo de la región geográfica; por ejemplo, los 

VPH 31 y 33 son más prevalentes en Europa y Estados Unidos, mientras que los tipos 

35 y 45 son más frecuentes en África y los tipos VPH 52 y 58 en Asia (de Sanjose et 

al., 2010). En población mexicana se ha reportado que los genotipos de VPH 16, 18, 

45 fueron los más frecuentemente encontrados en CaCu, seguidos de los genotipos 

VPH 52, 58 y 39 (Flores-Miramontes et al., 2015). 

 

2.3 Genoma viral 

El genoma viral consiste de aproximadamente 8,000 pares de bases (Fields, Knipe & 

Howley, 2013) y solo una cadena del genoma de ADN de doble cadena se utiliza como 

plantilla para la transcripción. Esta cadena codificante contiene tres regiones 

principales denominadas: región larga de control (LCR o región no codificante [NCR]), 

región temprana o early y la región tardía o late, las cuales, en todos los virus del 

papiloma, están separadas por dos sitios de poliadenilación (pA): sitios pA 

(A E) tempranos y pA (A L) tardíos (Figura 1). La región LCR consta de un segmento de 
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aproximadamente 850 pb (10% del genoma del VPH) que no contiene ningún marco 

de lectura, pero tiene el origen de la replicación, así como múltiples sitios de unión a 

factores de transcripción que son importantes en la regulación de la ARN polimerasa II 

(Bernard, 2002). La región early contiene hasta siete ORF que codifican proteínas 

reguladoras virales no estructurales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) involucradas en la 

replicación de ADN viral, regulación transcripcional y transformación celular. Por último 

la región de expresión tardía contiene los genes L1 y L2, que codifican las proteínas de 

la cápside viral (Tabla 1) (Carreras, Xercavins & Checa, 2007). 

Proteína Función 
E1 Necesaria para la replicación del DNA viral. Tiene función de helicasa. 
E2 Es el mayor regulador transcripcional de los genes virales. 

Participan en la replicación del DNA viral. 
Facilita la unión de E1 al origen de replicación. 

E4 Se expresa principalmente en la etapa tardía del ciclo viral en queratinocitos 
diferenciados y facilita la liberación de partículas virales. 
Se une a los filamentos de queratina, causando cambios en la estructura 
celular de queratinocitos. 

E5 Induce proliferación celular. 
Inhibe apoptosis. 

E6 Induce síntesis de DNA. 
Causa activación de la telomerasa. 
Bloquea la diferenciación celular. 
Interactúa con múltiples proteínas celulares. 

E7 Induce proliferación celular. 
Interactúa con pRB. 

L1 Proteína estructural y mayor de la cápside. 
Interacciona con receptores celulares. 

L2 Facilita el ensamblaje de la cápside. 

Tabla 1. Función de las proteínas de VPH. Tomado de Nowińska et al., 2017 

 

La organización del genoma viral se muestra en la Figura 1, tomando como ejemplo el 

genoma de VPH 16 que ha sido mayormente caracterizado. Este genoma contiene dos 

promotores principales: el promotor P97 que se encuentra rio arriba del ORF de E6 y 

es responsable de toda la expresión génica temprana (Smotkin & Wettstein, 1986) y el 

promotor P670 que se encuentra dentro de la región ORF E7 y que es responsable de 

la expresión tardía (Grassmann et al.,1996) (Figura 1). 
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El promotor P97 de VPH 16, es muy potente y está fuertemente regulado por elementos 

cis en sentido ascendente en la LCR. Estos elementos cis, que incluyen cuatro sitios 

de unión E2 (E2-BS) en una secuencia consenso ACC(N6)GGT (Androphy, Lowy & 

Schiller,1987; Sousa, Dostatni & Yaniv, 1990) a los que se unen factores de 

transcripción celulares y el transactivador/represor viral E2, regulando de manera 

diferencial la actividad del promotor P97 en función del grado de diferenciación de la 

célula (Bernard, 2002). 

 

2.4 Ciclo viral 

Para la replicación completa del virus (especialmente para la síntesis de proteínas 

capsulares y de ensamblaje) se requiere un epitelio estratificado maduro (Carreras et 

al., 2007). Sin embargo, la expresión y la replicación de los genes víricos se desarrollan 

de una manera estrechamente regulada por la diferenciación de células epiteliales 

(Zheng & Baker, 2006). Así, el virus puede infectar queratinocitos en las capas basales 

de un epitelio escamoso estratificado y conforme el epitelio se diferencia los viriones 

se ensamblan. Particularmente, los papilomavirus se replican exclusivamente en el 

núcleo de las células (Figura 2). 

 

Figura 1. Organización del genoma de 

VPH. Se muestran las tres regiones que 

conforman el genoma viral del VPH. Los 

genes virales se transcriben en una sola 

dirección (en el sentido de las agujas del 

reloj). Los principales promotores y 

señales de poliadenilación están indicados 

respectivamente (P97, P670, AE, AL). 

Tomado de Kajitani et al., 2012. 
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El ciclo replicativo de los papilomavirus se divide comúnmente en dos etapas, 

denominadas temprana y tardía. Estas etapas están ligadas al estado de diferenciación 

de la célula epitelial presente en el tejido. La introducción de los viriones en la célula es 

iniciada por la interacción de la proteína L1 con heparán-sulfato y sindecano 3 en la 

superficie celular. Se ha implicado también a la integrina alfa-6 en el ingreso del virus 

a la célula, cuya interacción induce señales que llevan a inhibir la apoptosis a través de 

Ras/MAP y PI3K/Akt. La mayoría de los papilomavirus parece entrar a la célula 

mediante endocitosis dependiente de clatrina. El desnudamiento del virión y la salida 

del genoma viral ocurren en endosomas (Howley & Lowy, 2007; Conway & Meyers, 

2009; Doorbar et al., 2012). El desensamble del virión ocurre a través del rompimiento 

de los enlaces disulfuro internos de la cápside, debido al ambiente reductor del 

endosoma, lo que permite el transporte del DNA viral al núcleo de ésta con la 

participación de L2 (Li et al., 1998). 

Una vez dentro del núcleo, el genoma es transcrito a través de una serie de procesos 

complejos que involucra la presencia de sus promotores, diversos mecanismos de 

modificación del ARNm como el splicing alternativo, así como, una regulación 

transcripcional específica asociada con el grado de diferenciación celular (Howley & 

Lowy, 2007). 

 

Las proteínas E1 y E2 se expresan de manera temprana en el ciclo viral, y participan 

en el control del número de copias del genoma viral episomal (no integrado al genoma 

celular). Esas proteínas se mantienen entre 20 y 100 copias por célula, y forman un 

complejo para reclutar la maquinaria para la replicación del genoma. En la capa 

suprabasal del epitelio cervical la expresión de los genes E1, E2, E5, E6 y E7 contribuye 

al mantenimiento del genoma viral e induce la proliferación celular, incrementando el 

número de células infectadas (Conway & Meyers, 2009; Doorbar et al., 2012). El 

proceso de ciclo viral se esquematiza en la Figura 2. 
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Figura 2. Ciclo de infección del virus del Papiloma Humano. El virus accede a los queratinocitos 

basales a través de una microabrasión. Después de entrar en la célula, el virus atraviesa el endosoma. 

La descomposición de la envoltura nuclear durante la mitosis permite que el virus ingrese al núcleo y se 

observe ADN viral en los cromosomas mitóticos, en complejo con la proteína L2. Después de una breve 

ráfaga de replicación, el genoma se mantiene en un número de copias bajo en las células en división en 

los niveles más bajos del epitelio. A medida que los queratinocitos infectados se diferencian, el genoma 

se amplifica a niveles altos y se expresan los genes tardíos. El genoma viral se ensambla en cápsides 

en las capas superficiales del epitelio, y los virus se liberan mediante la descamación celular. Los 

diferentes pasos en el ciclo de vida viral se enumeran debajo del diagrama. Los factores de restricción 

del huésped pueden interferir en muchas etapas de la infección. Modificado de Porter et al., 2017. 

 

En las zonas donde se encuentran las células con mayor grado de diferenciación se 

mantiene la expresión de los genes E1, E2, E6 y E7 (Figura 2). Además, se comienza 

a expresar la proteína E4 que tiene la función de aumentar la replicación del genoma 

viral, incrementando significativamente el número de copias del genoma. Al mismo 

tiempo, se activa la transcripción de los genes tardíos L1 y L2, involucrados en el 

ensamble y en la salida de los nuevos viriones (Fernandes & De Medeiros Fernandes, 

2012). 

Las funciones tardías de los papilomavirus, tales como la síntesis de las proteínas de 

la cápside, así como el ensamble de los viriones ocurren exclusivamente en 

queratinocitos diferenciados. La regulación transcripcional de los genes tardíos es 

dirigida por un promotor específico (p670) que solo es activo en queratinocitos 

diferenciados. Poco es lo que se sabe del proceso de ensamble y liberación de las 
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partículas virales, sin embargo, la encapsidación del genoma es asistida por la proteína 

L2 y es facilitada por E4. Las partículas virales se han observado en la capa granular 

del epitelio (una de las capas más externas de la piel), pero no en estratos inferiores. 

Estos virus no son citolíticos y la liberación de las partículas virales ocurre con la 

descamación de las células de la última capa del epitelio (Howley & Lowy, 2007; 

Conway & Meyers, 2009; Doorbar et al., 2012 Fernandes & De Medeiros Fernandes, 

2012). 

 

En las células infectadas, el genoma del VPH puede permanecer en el estado episomal. 

Se estima que la duración de la infección por VPH es de 8 meses, pero esta puede 

variar, siendo mayor para los tipos oncogénicos, reportándose una duración de 13 

meses a 2 años (Giannnaki et al., 2013). 

La infección por estos virus puede ser persistente y mantenerse en las células basales 

(Stubenrauch, Zobel & Iftner, 2001). Cuando esto ocurre, el genoma viral puede 

integrarse al genoma de la célula. El paso de una lesión de alto grado a cáncer invasivo 

se ha asociado con este proceso. No se han identificado sitios específicos para la 

integración del genoma viral, sin embargo, se ha detectado que ocurre en sitios de 

inestabilidad genómica. En las etapas tempranas de la infección la proteína E2 reprime 

la expresión de los genes E6 y E7, sin embargo cuando el genoma viral se integra al 

genoma celular, se interrumpe el marco de lectura del gen E2 lo que provoca su 

represión y pérdida de la síntesis de su proteína, y por tal motivo, la expresión de las 

proteínas E6 y E7 se incrementa, favoreciéndose los procesos de inmortalización, 

transformación y desarrollo de cáncer (Wentzensen, Vinokurova & Doeberitz, 2004; 

Moody & Laimins, 2010). 

 

3. Oncoproteína E6  

3.1 Estructura 

La oncoproteína E6 (~16 a 18 kDa) es codificada por el gen E6 (400-500 pb) que se 

encuentra río abajo de la región LCR del genoma del VPH (Figura 1). Esta proteína 

consta de 150 aminoácidos y contiene dos dominios de dedos de zinc CX2C - X29 - 

CX2C, que están unidos por una región enlazadora corta de 36 aminoácidos y 
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flanqueada por regiones amino (N) y carboxilo (C) terminales de longitud variable 

(Howie, Katzenellenbogen & Galloway, 2009). Adicionalmente, las proteínas E6 de 

genotipos de alto riesgo poseen en la región C-terminal el motivo de unión a PDZ 

(PBM), que facilita las interacciones con proteínas que tienen el dominio PDZ (Kiyono 

et al., 1997). La esquematización de la proteína E6 se muestra en la Figura 3. 

 

 

 

3.1.1 Dominios de dedos de zinc 

La resolución de la estructura de E6 se ha obtenido mediante resonancia magnética 

nuclear del dominio dedo de zinc C-terminal, y con ello se ha propuesto un modelo de 

la proteína completa. Cada dominio consta de tres hojas beta (S1, S2, S3) y dos hélices 

cortas (H1, H2). Entre H1 y H2 se encuentra un bucle largo (L2) que corresponde al 

sitio de unión a zinc. También consta de una hélice C-terminal corta (H3), periférica 

como se muestra en la Figura 4 A.   

Los dos dominios de dedos de zinc se enfrentan entre sí simétricamente de forma 

pseudodimérica mostrado en la Figura 4 B. 

Figura 3. Esquema general de la estructura de la proteína E6 de alto riesgo. En cilindros 

rojos se muestran los dominios de dedos de zinc, que facilitan la interacción de E6 con proteínas 

que contengan el motivo LXXLL. Cada dominio está formado por dos submotivos CXXC que se 

unen a moléculas de zinc. Ambos dominios están separados por la región enlazadora. En la 

región C-terminal, se encuentra el dominio de unión a PDZ que le permite a E6 interaccionar con 

proteínas que posean el dominio PDZ. Tomado y modificado de Wallace & Galloway, 2015. 
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3.1.2 Motivo de unión a PDZ  

Una de las diferencias más evidentes entre las oncoproteínas E6 de los tipos de VPH 

de alto y bajo riesgo es la presencia de un motivo de unión a PDZ (PSD-95 / DLG / ZO-

1) de Clase I (PBM) en el extremo C-terminal de E6, que está presente en los genotipos 

de alto riesgo, pero está ausente o degenerado en los genotipos de bajo riesgo. Este 

motivo de unión está representado por la secuencia consenso (-X-S/T-X-ΦCOOH) 

donde X es cualquier residuo y Φ es un residuo hidrófobo. A través de este PBM, E6 

puede interactuar y posteriormente conducir la degradación de las proteínas que 

contienen un dominio PDZ, que con frecuencia (pero no siempre) se encuentra en el 

extremo C de las proteínas (Sonyang et al.,1997). 

 

3.1.3 Bolsillo de unión a motivos LXXLL 

Los dominios de dedos de zinc y la región enlazadora forman entre ellos un bolsillo 

hidrofóbico profundo, que reconoce la secuencia LXXLL conservada. Este bolsillo 

permite a E6 reclutar una variedad de proteínas celulares del huésped que contengan 

motivos LXXLL como la proteína asociada a la ubiquitín ligasa E6 (E6AP) (Huibregtse, 

Scheffner & Howley, 1993), la proteína de adhesión focal paxilina (Pol, Brown & Turner, 

1998) o el factor de transcripción regulatorio de interferón antiviral 3 (IRF3) (Ronco, 

Karpova, Vidal & Howley, 1998) 

 

Figura 4. Representación de la estructura de dominios de dedos de zinc de E6. A) 
Representación de listones de uno de los dominios. B) Propuesta de disposición 
pseudodimérica de ambos dominios. Tomado de Nominé et al., 2006. 
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3.1.4 Señales de localización nuclear  

Se han identificado tres secuencias de localización nuclear (NLS1, NLS2 y NLS3), que 

son ricas en residuos básicos con carga positiva y que permiten que E6 sea traslocada 

en el núcleo. NLS1 y NLS2 tienen una influencia más fuerte que NLS3 para retener a 

E6 VPH 16 en el núcleo. Las secuencias aminoacídicas de las NLS se encuentran 

parcialmente conservada en los genotipos de alto riesgo mientras que en los genotipos 

de bajo riesgo presentan mayor variación, lo que sugiere una menor actividad en el 

núcleo celular (Tao, Kruhlak, Xia, Androphy & Zheng, 2003). 

 

3.2 Mecanismos de acción de E6 
 

3.2.1 Interacción proteína-proteína 

La oncoproteína E6 no tiene actividad enzimática conocida, sin embargo, es capaz de 

reconocer e interactuar con proteínas celulares. La interacción más común es la que 

se lleva a cabo mediante la unión de E6 con el péptido alfa helicoidal LXXLL presente 

en las proteínas celulares diana, cuya unión se lleva a cabo a través del bolsillo 

conservado de E6 (Vande Pol & Klingelhutz, 2013; Zanier et al., 2013). 

3.2.1.1 Unión E6- E6AP-P53 

La proteína supresora de tumores p53 regula la expresión de genes implicados en la 

respuesta al daño al ADN (Kastan et al., 1991). Uno de sus objetivos transcripcionales 

es el inhibidor de cinasa dependiente de ciclina (CDK) p21. Cuando existe daño al ADN, 

p53 induce la transcripción de p21, el cual inhibe a las ciclinas, mediando la detención 

del ciclo celular (Harper et al., 1995).  Una de las acciones principales de las 

oncoproteínas E6 de AR es promover la degradación de p53. Esta actividad requiere 

del reclutamiento de la ubiquitín ligasa celular E6AP (Huibregtse et al., 1993). E6 

interactúa con el péptido LXXLL de E6AP (Ansari, Brimer & Vande Pol, 2012) y se 

forma el complejo E6/E6AP/P53 que da como resultado la poliubiquitinación de p53 y 

su posterior degradación por proteasoma (Martinez-Zapien et al., 2016). Al anular la 

capacidad de p53 de detener el ciclo celular de las células infectadas , E6 facilita el 

acceso continuo a la maquinaria replicativa de la célula, asegurando que la proliferación 

viral continúe sin impedimentos.  
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Por otro lado, las oncoproteínas E6 de los VPH de bajo riesgo son capaces de unir a 

p53 pero con menor afinidad y no pueden mediar su degradación, sin embargo, pueden 

atrapar a p53 en el citoplasma (Pietsch & Murphy, 2008),  así como unirse débilmente 

a E6AP y estimular sus actividades de ubiquitina ligasa (Mesplede et al., 2012).  

3.2.1.2 Unión de proteínas con dominio PDZ 

Las oncoproteínas E6 de alto riesgo pueden interaccionar con proteínas celulares que 

tengan un dominio PDZ e inducir su degradación mediada por el proteasoma. Las 

proteínas que contienen PDZ y que son objetivo de E6, regulan múltiples procesos 

biológicos. Algunas de ellas son Discs Large (DLG1), Scribble y MAGI 1/2/3 que son 

componentes de la maquinaria de control de polaridad celular (Kiyono et al., 1997; 

Nakagawa & Huibregtse, 2000; Thomas et al., 2002),  MUPP1 que está implicada en 

la regulación negativa de la proliferación celular (Lee et al., 2000) y la proteína 14-3-3, 

que funciona como proteína adaptadora e interactúa con diversas proteínas celulares 

con funciones en el ciclo celular, la apoptosis, el control metabólico, el mantenimiento 

del citoesqueleto, la transcripción y la supresión tumoral (Dougherty & Morrison, 2004). 

Por lo tanto, la degradación de estas proteínas PDZ le permiten al virus colonizar y 

establecerse en el tejido cervical (Van Doorslaer, DeSalle, Einstein & Burk, 2015).  

 

3.2.2 Expresión génica  

 

3.2.2.1 E6 y su acción sobre telomerasa 

Se ha demostrado que la oncoproteína E6 de VPH 16 alto riesgo tiene la capacidad de 

activar a la telomerasa, ribonucleoproteína que sintetiza secuencias repetidas de 

telómeros, en queratinocitos humanos (Klingelhutz, Foster & McDougall, 1996). 

Posteriormente se demostró que E6 aumenta la transcripción del gen hTERT, que 

codifica para la subunidad catalítica de la telomerasa, y lo hace a través del aumento 

en la actividad del promotor de dicho gen, específicamente en un fragmento de 295 pb 

(Veldman, Horikawa, Barrett & Schlegel, 2001). Dentro de este fragmento se 

encuentran dos secuencias consenso denominadas E-box a las cuales se une el factor 

de transcripción c-Myc e induce la transactivación del promotor del gen hTERT  (Wu et 
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al., 1999). Este factor de transcripción codificado por el gen c-myc es un regulador 

maestro que controla procesos celulares como proliferación y diferenciación, asi como 

regulación del ciclo celular (Sakamuro & Prendergast, 1999). Esta proteína presenta 

un dominio hélice-vuelta-hélice/cierre de leucina (HLH/LZ) que reconoce las 

secuencias consenso E-box (Murre, McCaw & Baltimore, 1989). 

Por otro lado, el promotor de hTERT contiene sitios de unión para el factor de 

transcripción Sp1. La mutación de estos sitios reduce parcialmente la inducción de 

hTERT por parte de E6. Sin embargo, cuando se mutan los sitios de unión a Sp1 y c-

Myc, se pierde toda la activación por E6, lo que indica que existe una unión combinada 

de c-Myc y Sp1, que son responsables de la inducción de hTERT por E6 (Kyo, et al., 

2000; Oh, Kyo, & Laimins, 2001). 

En 2003, Veldman et al., demostraron que las interacciones c-Myc y E6 dentro de una 

E-box regulan la expresión del gen hTERT, en la que E6 ayuda a potenciar la actividad 

de Myc. Posteriormente, se demostró que la activación de hTERT por E6 también 

requiere de un complejo E6-E6AP para activar el promotor, y que esta activación 

depende de los sitios de unión a c-Myc en el promotor (Liu et al., 2005). 

Estudios posteriores mostraron que se requiere el dominio de transactivación y el 

dominio HLH de la proteína c-Myc para la unión de E6 y para la consiguiente 

transactivación del promotor hTERT (Zhang et al., 2017). 

Se ha demostrado que las oncoproteínas E6 provenientes de genotipos de VPH de alto 

riesgo son capaces de activar el promotor de hTERT, mientras que los VPH de bajo 

riesgo no pueden hacerlo (Van Doorslaer & Burk, 2012). 

 

3.2.2.2 E6 y su acción sobre promotores 

Además de actuar sobre el promotor de la subunidad catalítica de la telomerasa, se ha 

demostrado que E6 puede actuar sobre la actividad de otros promotores.  

La oncoproteína E6 VPH 16 puede transactivar el promotor de la protimosina α a través 

de un elemento E-box localizado en el intrón 1 de este promotor. E6 también transactiva 
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el promotor de c-MYC. Protimosina α es regulado por c-Myc, por lo que el mecanismo 

sugerido para la activación de estos promotores es que E6 primero transactiva el 

promotor de c-MYC y posteriormente, c-Myc activa al promotor de la protimosina α 

(Kinoshita et al.,1997). 

Por otro lado, E6, transactiva el promotor del gen que codifica para la survivina, que 

pertenece a la familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis (Ambrosini, Adida & 

Altieri, 1997). El efecto de E6 sobre el promotor de survivina depende de la degradación 

de p53, que regula negativamente a survivina, explicando de esta manera, uno de los 

efectos antiapoptóticos de la oncoproteína E6 (Borbely et al., 2006).  

E6 del VPH 16 también ha demostrado transactivar otros promotores, como el del gen 

VEGF (Factor de crecimiento vascular endotelial)  a través de sitios de unión a Sp1 

(López-Ocejo et al., 2000) o el promotor del gen c-FOS a través de elementos de 

respuesta a cAMP (Morosov, Phelps & Raychaudhuri, 1994).  

Por otro lado, se ha demostrado que E6 VPH 16, puede ejercer represión en el 

promotor de E-cadherina (D'Costa et al., 2012), mientras que E6 VPH 16 y 18 pueden 

reprimir la expresión de INF-κ a través de mecanismos epigenéticos (Rincón-Orozco et 

al., 2009). 

 

4. Glicosilación 

Durante la carcinogénesis, la célula experimenta cambios que son resultado de la 

alteración genética. Uno de los cambios que experimenta es la modificación en los 

patrones de glicosilación. Se ha documentado bien que estos cambios en la superficie 

celular y en las glicoproteínas secretadas ocurren durante la transformación maligna y 

la progresión del cáncer, y dentro de las alteraciones en la glicosilación se incluyen la 

síntesis y expresión incompletas de estructuras de glicánicas truncadas, expresión 

aumentada de N-glicanos complejos ramificados, expresión de novo de glicanos 

sialilados terminales y fucosilación alterada (Pinho & Reis, 2015). 

La glicosilación es el proceso enzimático que produce enlaces glicosídicos de 

sacáridos a otros sacáridos, lípidos o proteínas (Pinho & Reis, 2015). Es la modificación 
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co- y postraduccional más compleja de proteínas y participa en muchos eventos 

fisiológicos, como la interacción huésped-patógeno, la diferenciación y el tráfico de 

células, y la señalización intracelular e intercelular (Fuster & Esko, 2005). Las 

estructuras glicánicas son resultado de la acción altamente coordinada de los 

transportadores de nucleótidos, las glicosiltransferasas y las glicosidasas en el retículo 

endoplasmático y el aparato de Golgi (Peixoto et al., 2019). 

 

4.1 Tipos de glicanos 

La glicosilación produce diferentes tipos de glicanos que normalmente se adhieren a 

proteínas celulares y lípidos (glicoconjugados). La glicosilación de proteínas abarca los 

N-glicanos, O-glicanos y glicosaminoglicanos (a menudo denominados 

proteoglicanos). Los N-glicanos están unidos a los residuos de asparagina de 

proteínas, específicamente en el motivo Asn-X-Ser/Thr (Yan & Lennarz, 2004), 

mientras que los O-glicanos están unidos a serinas y treoninas (Schachter et al., 2000). 

Aunque los glicosaminoglicanos también están vinculados a la serina y la treonina, son 

lineales, se producen por diferentes vías biosintéticas y, a menudo, están muy 

sulfatados (Esko & Selleck, 2002).  

 
4.2 Glicosidasas 

Las glicosil-hidrolasas o glicosidasas (GH, EC 3.2.1.x) son enzimas que hidrolizan el 

enlace glicosídico entre dos o más carbohidratos o entre un carbohidrato y un resto no 

carbohidrato. La nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología 

Molecular (IUBMB por sus siglas en inglés) se basa en la especificidad del sustrato de 

las enzimas y, ocasionalmente, en su mecanismo molecular, pero esta clasificación no 

refleja sus características estructurales. Actualmente 133 familias de glicosidasas están 

establecidas por la base de datos CAZy, entre las cuales se encuentran 

neuraminidasas o sialidasas (Lombard et al., 2014). 

 

4.3 Glicosiltransferasas 

Las glicosiltransferasas (GTs, EC 2.4.xy) constituyen una familia muy grande de 

enzimas que catalizan la transferencia de residuos de monosacáridos desde una 

molécula donadora de alta energía (usualmente un complejo de azúcar nucleótido) a 
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un aceptor (lípido, proteína u oligosacárido), creando enlaces glicosídicos. Estas 

reacciones requieren la participación de un catión divalente (Mg2+ o Mn2+) como 

cofactor y tienen una actividad óptima a pH entre 5 y 7 (Fukuda, 1994). 

 

En los animales, los donadores de glicosilo incluyen azúcares nucleotídicos, 

monosacáridos y oligosacáridos unidos por dolicol-fosfato. Los aceptores son más 

comúnmente oligosacáridos, pero (en casos raros) pueden ser monosacáridos. Las 

proteínas y ceramidas son también moléculas aceptoras de las glicosiltransferasas que 

inician la glicoproteína, el proteoglicano y la síntesis de glicolípidos (Rini, Esko & Varki, 

2009). 

 

Las GTs son, por lo tanto, responsables de la elongación de las cadenas 

glicánicas.Estas enzimas catalizan las reacciones de transferencia de una manera 

secuencial: el producto de una es el sustrato de otra y el resultado es un polímero 

lineal o ramificado, compuesto por monosacáridos ligados uno al otro (Martínez et al., 

2002). 

Según la IUBMB, los GTs han sido clasificadas en familias según el tipo de azúcar que 

se transfiere. Cada una de las familias de GTs adquieren el nombre según el 

monosacárido que transfieren, esto es: las fucosiltransferasas transfieren fucosa, 

galactosiltransferasa, galactosa y las sialiltransferasas transfieren ácido siálico, etc. 

(Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Familia de glicosiltransferasas más importantes, clasificadas acorde a la 

IUBMB, basada en el sustrato donante de azúcar. Tomado de Bassagañas, 2014.  
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4.4 Sialiltransferasas 

Las sialiltransferasas son una familia de enzimas que transfieren el ácido siálico a 

glicoconjugados (Dall´Olio, 1996; Meany & Chan 2011). Catalizan la transferencia de 

residuos de ácido siálico desde un azúcar donador activado a posiciones no reductoras 

terminales de cadenas de oligosacáridos de glicoproteína y glicolípidos. En mamíferos 

se han descrito 20 tipos las cuales presentan diferencias en la afinidad por el sustrato 

que reconocen y se clasifican en función del tipo de enlace que forman (Tabla 3) 

(Harduin-Lepers et al., 2001).  

 

 

 

 

A su vez las sialiltransferasas se dividen en subfamilias y esta clasificación está basada 

en el sitio de adición del ácido siálico y el tipo de enlace que forman, mostrado en la 

Tabla 4. 

Tabla 3. Familias de sialiltransferasas clasificadas en función del enlace que forman.  

Tomado de López & Vallejo, 2007. 
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Tabla 4. Clasificación de subfamilias de sialiltransferasas. (Harduin-Lepers et al., 2001; Harduin- Lepers 

et al., 2012). Tomado y modificado de Bassagañas, 2014. 

 

 

 

Para objeto de este estudio se muestran más a detalle los miembros pertenecientes a 

la subfamilia de las α2,6 sialiltransferasas (Tabla 5). 
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 Subfamilia Gen Localización Enzima Características 
α
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ST6Gal 

ST6GAL1 3q27-q28 ST6Gal I 

Actúan sobre las 
cadenas de tipo II, 
que se encuentran 

en las N-
glicoproteínas y, en 
menor medida, en 

las O-
glicoproteínas, 
glicolípidos y 

oligosacáridos 
libres. 

ST6GAL2 2q11.2-q12.1 ST6Gal II 

ST6GalNac 

ST6GALNAC1 17q25.1 ST6GalNac I 

Actúan sobre O-
glicoproteínas: 

Antígeno sialil -Tn 
en mucinas. Amplia 

especificidad del 
sustrato. 

ST6GALNAC2 17q25.1 ST6GalNac II 

Actúa sobre O-
glicoproteínas. 

Especificidad más 
restrictiva del 

sustrato. 

ST6GALNAC3 1p31.1 ST6GalNac III Actúan sobre O-
glicoproteínas y 

glicolípidos. 
ST6GALNAC4 9q34 ST6GalNac IV 

ST6GALNAC5 1p31.1 ST6GalNac V 

ST6GALNAC6 9q34.11 ST6GalNac VI 
Actúa sobre 
glicolípidos. 

 

Tabla 5. Miembros pertenecientes a la subfamilia de las α2,6 sialiltransferasas. Se describen el nombre 

del gen y la localización cromosómica, el nombre de la enzima y las características de la actividad 

(Harduin-Lepers et al., 2001; Harduin- Lepers et al., 2012). Tomado y modificado de Bassagañas, 2014. 

 

Todas las sialiltransferasas de los vertebrados tienen una estructura similar; son 

glicoproteínas transmembranales de tipo II que residen predominantemente en el 

compartimiento trans-Golgi. Tienen una cola citoplasmática N-terminal corta, un 

dominio transmembrana único, una región de tallo y un dominio catalítico C-terminal 

grande. Comparten cuatro motivos conservados con péptidos en el dominio catalítico 

denominado motivo sialil que incluye un motivo grande, uno pequeño, un motivo III y 

un motivo más pequeño (Geremia, Harduin-Lepers & Delannoy, 1997; Jeanneau et al., 

2004). 
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Se ha observado que el aumento en la sialilación y la fucosilación, son cambios 

característicos de la transformación maligna. Son modificaciones terminales típicas de 

proteínas que median funciones biológicas vitales y también tiene implicaciones en el 

cáncer (Vajaria & Patel, 2017). 

 

La sialilación afecta la vida media de muchas glicoproteínas circulantes y desempeña 

un papel en una variedad de procesos biológicos, tales como la comunicación célula-

célula, la interacción de la matriz celular, la adhesión y la orientación de proteínas. 

Alteraciones en la expresión de ácido siálico total (TSA), así como alteraciones en la 

regulación de la expresión de sialiltransferasas han sido reportadas en varios tipos de 

cáncer (Vajaria, Patel, Begum & Patel, 2015). 

 

5. Cáncer cervicouterino y sialilación 

En las células cancerosas se ha reportado un aumento de estructuras sialiladas y en 

los niveles de ARNm de los genes de sialiltransferasas (Harduin-Lepers et al., 2001). 

En CaCu se ha reportado una mayor expresión de los genes ST6GAL1 y ST3GAL3 

asociado con invasión profunda al estroma y compromiso de los ganglios linfáticos 

(Wang et al., 2002). 

En lesiones premalignas, se ha reportado un aumento en los niveles de ARNm de los 

genes ST6GAL1, ST3GAL3 y ST3GAL4.  El aumento de la expresión de ácido siálico 

y también los antígenos sialilados, como sLewis (x), han sido reportados en lesiones 

premalignas y malignas del cuello uterino (Roy & Chakraborty, 2005; López-Morales, 

Reyes-Leyva, Santos-López, Zenteno & Vallejo-Ruiz, 2010; Velázquez-Márquez et al., 

2012). 

 

La regulación positiva de los genes de la sialiltransferasa se ha correlacionado con el 

aumento de la sialilación de los glicoconjugados de membrana. La hipersialilación 

contribuye a una mayor invasión celular y metástasis tumoral (Christie et al., 2008; Büll 

et al., 2013; Fukasawa et al., 2013). 
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6.  Gen ST6GAL1 

El ARNm de la ST6Gal I es codificado por el gen ST6GAL1. El gen abarca al menos 

145,000 pb de ADN genómico y reside en el cromosoma 3(q21- q28). Comprende 9 

exones. El codón de iniciación de la traducción está en el exón II; Los exones I, X, Y y 

Z son regiones 5' no traducidas (UT) (Lo & Lau, 1996a). El mapa genómico del gen se 

esquematiza en la figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

La expresión se regula mediante el uso de diferentes regiones promotoras: P1, P2 y 

P3 de los cuales se producen diferentes transcritos (isoformas de ARNm). Se han 

identificado tres isoformas de ARNm generadas por estos promotores: (1) una forma 

corta aislada del hígado llamada forma 1 o H que carece de los exones Y, Z y X pero 

contiene una secuencia corta adyacente al exón I, (2) una forma denominada forma 2 

o X, denominado así porque contiene el exón X cuya expresión se ha reportado en 

células B maduras, y (3) una forma 3 o YZ que contiene los exones Y y Z. (Wang et al., 

1990; Svensson, Conley & Paulson, 1992; Stamenkovic et al., 1990; Aasheim et al., 

Figura 5. Mapa genómico del gen ST6GAL1 e isoformas del ARNm.  Los exones se 

presentan en bloques, los intrones en líneas. Las flechas indican la posición de cada 
promotor. La región codificante se presenta punteada entre los exones II-VI. Tomado de 
López & Vallejo, 2007. 
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1993; Wang et al., 2003; Aas-Eng et al., 1995). Estas isoformas se han detectado en 

el tejido cervical. La isoforma YZ se detectó en niveles similares en los tejidos normales 

y cancerosos, las isoformas X y H se detectaron con mayores niveles en el tejido 

maligno de cérvix (Wang et al., 2003). 

 

Las isoformas de ARN mensajero codifican para la misma proteína, por lo que su 

importancia radica en el mecanismo de regulación, ya que es regulado por diferentes 

promotores que pueden tener diferente actividad en función del tipo celular o bien en 

función de procesos de diferenciación o activación celular (López & Vallejo, 2007). 

 

6.1 Promotor P1 de ST6GAL1 

La expresión del ARNm de la forma H depende de la actividad del promotor P1, esta 

isoforma aumenta sus niveles en tejido de cérvix maligno (Wang et al., 2003). El 

promotor P1 se ha caracterizado previamente en líneas celulares de colon y hepáticas 

(Xu et al., 2003). La región de -156 a -1 es importante para la actividad transcripcional. 

Esta región contiene un elemento de reconocimiento HNF1, la mutación en este sitio 

reduce la actividad del promotor, lo que sugiere que el sitio HNF1 está implicado en la 

transcripción de la isoforma 1 en células de cáncer de colon y hepáticas (Xu et al., 

2003). Además, el promotor P1 contiene sitios putativos de unión a factores de 

transcripción tales como AP1 y NF-IL6. También posee tres sitios de unión a c-Myc, 

que podrían estar participando en la regulación.  Este promotor no tiene cajas TATA y 

CCAAT. Este tipo de promotores se caracterizan por la presencia de sitios iniciadores 

de la transcripción (Inr) que pueden funcionar como cajas TATA. En el promotor P1 se 

han identificado dos secuencias de iniciación en las posiciones -53 y -9 pb (Lo & Lau, 

1996b). Una tercera secuencia iniciadora fue identificada en la posición +5 pb mostrado 

en la Figura 6 (Milflores-Flores et al., 2012). El promotor presenta un sitio de unión a 

TFII-I. Este factor de transcripción es una proteína crucial para la actividad de los 

promotores sin caja TATA que contienen secuencias iniciadoras (Manzano, Novina & 

Roy, 1996).  
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Se ha estudiado la regulación de este promotor, mediante la evaluación de diferentes 

construcciones del promotor P1 utilizando ensayos de luciferasa en líneas celulares 

cervicales y hepáticas. La eliminación de un fragmento de 1048 pb (−65 a +24 pb) 

aumentó 5 y 3 veces la actividad del promotor en las líneas celulares C33A y HepG2, 

respectivamente; mientras que la eliminación de un fragmento de 1014 pb aumentó 5 

y 1.5 veces la actividad del promotor en las mismas líneas celulares. La región mínima 

con actividad promotora fue un fragmento de 37 pb en células C33A, mientras que en 

HepG2 se detectó la actividad promotora mínima en el fragmento de 66 pb. 

Adicionalmente se realizó una mutación en el sitio Sp1 (-32) y esto aumentó la actividad 

del promotor solo en las células HepG2. Por otro lado, se realizó una mutación en el 

sitio HNF1 y provocó la disminución de la actividad del promotor en la línea celular 

HepG2 pero no en las células C33A. Estos resultados muestran que la expresión del 

gen ST6GAL1 está modulada diferencialmente, dependiendo no sólo de las regiones 

promotoras, sino también de los tipos celulares. La regulación de la actividad del 

promotor es específica del tipo de célula (Milflores et al., 2012). 
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Figura 6. Promotor P1 de gen ST6GAL1. (a) Se muestra la representación esquemática del 
promotor P1 y los diferentes sitios de unión a factores de transcripción. (b) Secuencia de 
nucleótidos de la región promotora P1 del gen ST6GAL1. Los elementos reguladores potenciales 
se indican mediante cajas de color. Las secuencias iniciadoras de la transcripción se muestran en 
casillas abiertas. El sitio de inicio de la transcripción está marcado con una flecha. Los nucleótidos 
se numeran con el sitio de iniciación de transcripción designado como +1 (Milflores et al., 2012). 
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ANTECEDENTES 

En muestras de CaCu existe una mayor concentración de ácido siálico (Roy y 

Chakraborty, 2005) y del nivel de expresión del ARNm de la forma H de ST6GAL1 con 

respecto a tejido sano (Wang et al 2003), y aunque se desconoce cuál isoforma, la alta 

expresión del ARNm de la sialiltransferasa ST6GALI se ha asociado con propiedades 

invasivas del Cacu, como invasión del estroma profundo y metástasis a ganglios 

linfáticos (Wang et al., 2002). 

En lesiones premalignas, se ha reportado un aumento en los niveles de ARNm de 

tres sialiltransferasas ST6Gal I, ST3Gal III y ST3Gal IV (López-Morales et al., 2009) y 

una expresión aumentada de ácido siálico con enlace α2,3 y enlace α2,6 (López-

Morales, 2010), lo que nos podría indicar que existen cambios en la sialilación antes 

de que se produzca el desarrollo de CaCu. 

Por otra parte, se ha reportado que las proteínas virales podrían estar modificando la 

expresión de genes que codifican para enzimas que participan en la glicosilación 

(glicogenes). Estudios en una linea celular derivada de CaCu con atenuación de la 

expresión de los genes  E6 y E7 sugieren  que las oncoproteínas están modificando la 

expresión de glicogenes, cuyos productos participan en la síntesis de estructuras 

glicánicas implicadas en la proliferación, adhesión y apoptosis (Aco-Tlachi et al., 2018).  

Recientemente, en nuestro grupo de investigación, se ha determinado que existen 

cambios en los niveles de expresión de glicogenes dependiendo de si la oncoproteína 

E6 es de VPH de alto o bajo riesgo, Así, estas oncoproteinas tienen efectos diferentes 

sobre la expresión de glicogenes (Caporal Hernández, 2019) 

Por otro lado, resultados de nuestro grupo de investigación revelan que las proteínas 

E6 y E7 de VPH 16 podrían alterar la expresión de glicogenes a través de la 

modificación de la actividad de promotor. Por una parte, se ha evaluado el papel de las 

oncoproteínas E6 y E7 de VPH 16 sobre la actividad del promotor  del gen ST3GAL4. 

Los resultados muestran que la actividad del promotor de la variante V3 aumenta en 

presencia de la oncoproteína E6, pero no en presencia de E7 (Ortíz-Mateos, 2017). 

Asimismo, se ha evaluado si existen cambios en la actividad del promotor V2 del gen 
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ST3GAL4 en presencia de las oncoproteínas  E6 y E7 del VPH16. En esos estudios se 

encontró una regulación negativa en la actividad del promotor, en donde la actividad 

de promotor se reduce en presencia de E6 o E7 (Monterrosas Santamaría, 2018). 

Con respecto al promotor de ST6GAL1, en 2012, Milflores y et al.,  caracterizaron el 

promotor P1 de este gen, cuya actividad conduce a la transcripción de la forma H de 

ST6GAL1. En ese trabajo se evaluó la actividad de diferentes construcciones del 

promotor P1 mediante ensayos de luciferasa en líneas celulares derivadas de CaCu y 

cáncer hepático. Los resultados indican que la actividad del promotor P1 se modula de 

manera diferencial dependiendo del tipo celular, ya que la eliminación de un fragmento 

del promotor de 1014 pb incrementa 1.5 y 5 veces la actividad del promotor en la línea 

celular hepática y cervical respectivamente. Hasta ahora no se ha evaluado si la 

actividad del promotor P1 de ST6GAL1 podría ser modulado por la presencia de E6. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

En cáncer cervicouterino se ha reportado un aumento en el nivel de sialilación asociado 

con el grado de transformación maligna. Se ha reportado un aumento en los niveles de 

ARNm del gen ST6GAL1 en lesiones premalignas y CaCu. Estudios preliminares 

revelan que la oncoproteína E6 del virus del VPH-16 puede modificar la actividad de 

promotores de genes de sialiltransferasas. Profundizar en el conocimiento de cómo 

esta oncoproteína regula al gen ST6GAL1 ayudará a comprender mejor que factores 

podrían estar participando en el cambio de expresión durante la transformación maligna 

del cérvix. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El incremento en la expresión de ARNm de ST6GAL1 se ha reportado en cáncer 

cervicouterino. Se han caracterizado tres isoformas del ARNm para este gen, 

encontrando la isoforma H incrementada en tumores malignos de cérvix. La isoforma 

H es resultado de la actividad del promotor P1, por lo que la actividad de este promotor 

podría estar modificada en células de cérvix durante la transformación maligna. Debido 

a que la infección persistente con el VPH de alto riesgo es el principal agente etiológico 

del CaCu, y a que la oncoproteína E6 puede modificar la expresión de glicogenes y la 

actividad de algunos promotores de sialiltransferasas, es importante evaluar si la 

proteína viral E6 es capaz de modificar la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1, 

y determinar  si ejerce efecto a través de los elementos de respuesta a C-Myc. Lo 

anterior permitirá comprender el papel del virus en las modificaciones de la sialilación 

asociadas al fenotipo maligno.  Por lo anterior nos planteamos las siguientes preguntas: 

1) ¿Qué efecto tiene la oncoproteína E6 del VPH-16 sobre la actividad del promotor 

P1 del gen ST6GAL1? 

2) ¿Los elementos de respuesta a c-Myc están implicados en la regulación del 

promotor P1 por la oncoproteína E6 de VPH-16? 

3) ¿Las oncoproteínas E6 de VPH-18, VPH-62 y VPH-84 modifican la actividad del 

promotor P1 del gen ST6GAL1? 
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 HIPÓTESIS 

 

1) La oncoproteína E6 de VPH 16 y VPH 18 aumenta la actividad del promotor P1 

del gen ST6GAL1. 

2) La oncoproteína E6 de VPH-16 regula la actividad del promotor P1 a través de 

los elementos de respuesta a c-Myc. 

3) Las oncoproteínas E6 de virus de VPH 62 y VPH 84 no modifican la actividad 

del promotor P1 del gen ST6GAL1. 
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 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la regulación de la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1 por la 

oncoproteína E6 del VPH. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el efecto de la oncoproteína E6 del VPH16 sobre la actividad del 

promotor P1 en células HaCaT. 

2. Determinar si el elemento de respuesta a c-Myc participa en la regulación del 

promotor P1 por la oncoproteína de E6 del VPH. 

3. Evaluar si las proteínas E6 de VPH 16, VPH 18, VPH 62 y VPH 84 modifican la 

actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1 en un modelo de expresión estable. 
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CAPITULO II 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Línea celular  

Se utilizó la línea celular HaCaT que son queratinocitos inmortalizados de piel humana 

negativa al VPH. Adicionalmente, se utilizaron las clonas de HaCaT transfectadas de 

manera estable con E6 de diferentes tipos de VPH: HaCaT-E6 VPH16, HaCaT-E6 

VPH18 (alto riesgo), asi como  HaCaT-E6 VPH62, y HaCaT-E6 VPH84 (bajo riesgo). 

Como control negativo se utilizó la línea celular HaCaT transfectada de manera estable 

con el vector de expresión PLVx (sin E6), a la cual se denominó HaCat-PLVx. Estas 

líneas celulares transfectadas de manera estable fueron realizadas por la D.C. Adriana 

Aguilar y el D.C. Luis Felipe Jave del Centro de Investigación Biomédica de Occidente 

(CIBO). 

 
Plásmidos  

Para evaluar el efecto de E6 sobre la actividad del promotor P1, se utilizaron vectores 

plasmídicos, así como varias construcciones del promotor que fueron realizadas por 

Milflores-Flores et al., 2012, y que se describen a continuación. 

 

o Vector pGL4.12 [luc2CP] 

El vector pGL4.12 [luc2CP] codifica el gen reportero de luciferasa luc2CP (Photinus 

pyralis) (Figura 7). Es un vector sin promotor que mide 4421 pb y contiene una región 

de clonación múltiple para insertar el promotor, ubicado rio arriba del gen reportero.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Mapa del vector pGL4.12 (luc2CP). Se 

muestra en amarillo el gen reportero luciferasa y 

en azul el gen de resistencia a ampicilina. Se 

indican los sitios Kpn I y Hind III donde fue 

insertado el promotor P1 del gen ST6GAL1 de 

1137 pb. 
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o Construcción pGL4-1137P1 (Promotor completo P1)  

Constructo del promotor P1 del gen ST6GAL1 (1137pb) insertado en los sitios Kpn I y 

Hind III del vector pGL4.12 (luc2CP) (4376 pb) para formar el plásmido pGL4-1137P1 

(5513 pb) (Figura 8). Comprende la región del promotor de -1113 a +24 pb. 

 

 

o Construcción pGL4-123P1 

Constructo de un fragmento del promotor P1 de 123 pb (Figura 9). Abarca la región del 

promotor de -99 a +24 pb. 

 

Figura 8. Esquema de la 

construcción de pGL4-1137P1. Se 

muestra la región promotora del gen 

ST6GAL1 en rosa, el gen reportero 

luciferasa en amarillo, el gen de 

resistencia a ampicilina en azul y 

también se indican otros sitios de 

restricción del plásmido. 

Figura 9. Esquema de la construcción 

pGL4-123P1. A) Se muestra la región 

promotora del gen ST6GAL1 en rosa y se 

indican los sitios de restricción para la enzima 

Bgl I, fragmento que fue eliminado, 

recircularizando el vector, quedando una 

región del promotor P1 de 123 pb. B) 

Construcción pGL4-123P1, donde se muestra 

el fragmento de 123 pb en rosa, el gen 

reportero en amarillo y el gen de resistencia a 

ampicilina en azul. El tamaño de esta 

construcción es de 4485 pb. 
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o Construcción pGL4-1137P1 Δc-Myc 

Vector que posee la región del promotor completa de 1137 pb (pGL4-1137P1) con una 

mutación sitio dirigida en el sitio de unión a c-Myc en la posición +4 a +10. 

 

o Construcción pGL4-123P1 Δc-Myc  

Vector que posee la región del promotor de 123 pb (pGL4-123P1) con una mutación 

sitio dirigida en el sitio de unión a c-Myc en la posición +4 a +10.  

 

o Vector pGL4.72 (control de transfección)  

Es un vector con DNA circular de 3704 pb. Carece de promotor, sin embargo contiene 

una región de clonación multiple que permite la clonación de un promotor de elección. 

Codifica para el gen reportero de luciferasa hRlucCP (Renilla reniformis) (Figura 10). 

 

Figura 10. Mapa del Vector pGL4.72 [hRlucCP]. 
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o Vectores de expresión: pcDNA vector y pcDNA-E6 

El vector pcDNA3 de 5.4 kb está diseñado para la expresión estable y transitoria de 

alto nivel en huéspedes mamíferos. Contiene un promotor del citomegalovirus humano 

(CMV) para expresión en una amplia gama de células de mamíferos, así como múltiples 

sitios de clonación y gen de resistencia a la neomicina. Para este trabajo, este vector 

se ha denominado pcDNA negativo (pcDNA neg) porque no tiene el marco de lectura 

de E6 (Figura 6A). El constructo resultante de la clonación del marco de lectura de E6 

de VPH 16 dentro del vector pcDNA3 se muestra en la figura 6B y se ha nombrado 

pcDNA-E6. En el laboratorio se cuentan con ambos vectores de expresión. 

                               

Figura 10. Representación esquemática de vectores de expresión pcDNA3 y pcDNA – E6 A) 

Representación esquemática pcDNA3, (pcDNA neg). B) Representación esquemática del vector 

pcDNA3 que contiene el marco de lectura de E6 del VPH 16 (pcDNA-E6). 

 

Transformación y purificación 

Las construcciones del promotor P1 que tenían la mutación en c-Myc (pGL4-1137P1 

Δc-Myc y pGL4-123P1 Δc-Myc) fueron utilizadas para transformar células competentes 

E. coli DH5α, previamente descongeladas a las cuales se les agregaron 2 µl de cada 

plásmido, se colocaron en hielo y luego a 42°C para provocar choque térmico, se 

agregaron 900 µl medio de cultivo Luria Bertani (LB) y se incubaron 2 h a 37 °C a 250 

rpm. Posteriormente fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 45 segundos, se retiró 

el medio, se resuspendió el pellet y se plaquearon en cajas Petri con agar LB con 100 

µl/ml de ampicilina para seleccionar las colonias transformadas. 
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Cada uno de los plásmidos mutados se amplificaron y purificaron mediante una maxi 

de alta pureza utilizando el kit NucleoBond Xtra Maxi Plus (Macherey–Nagel) siguiendo 

las instrucciones del fabricante para posteriormente ser utilizadas para determinar la 

actividad del promotor mediante ensayos de transfección. 

 

Cuantificación de ADN 

El ADN se cuantificó en un nanofotómetro (IMPLEN) midiendo la absorbancia a una 

longitud de onda de 260 nm, también se obtuvo una estimación de la pureza del ADN 

por medio de la relación de absorbancia (A260/A280), en este trabajo se consideró una 

relación de 1.6 a 1.9. 

 

Cultivos celulares 

Las líneas celulares se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium), suplementado con 5% de suero fetal bovino, con penicilina G, estreptomicina 

y Anfotericina B (Biowest 100x).  

A las células se les dio mantenimiento cada tercer día. Se lavaron tres veces con 3 mL 

de PBS 1X para retirar desechos celulares, se adicionó 0.4 mL de tripsina marca 

SIGMA (2.6 g de tripsina y 0.2g de EDTA), con suaves movimientos se bañó toda la 

monocapa, se incubó durante 5 minutos a 37 °C y 5% de CO2 y se retiró la tripsina. 

Una vez desprendidas todas las células se adicionó 1.0 mL de DMEM y se transfirieron 

a un tubo de 1.5 mL para centrifugarlas a 1500 rpm durante 5 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 1.0 mL de DMEM dejando el 

volumen necesario en función de la dilución deseada. 

 

Ensayos de transfección y evaluación de la actividad del promotor P1  

Las transfecciones plasmídicas se llevaron a cabo en la línea celular HaCaT 

sembrando 100,000 células por pozo en placas de 24 pozos con una confluencia del 

80%, empleando Lipofectamina 3000 siguiendo las condiciones experimentales 

recomendadas por la casa comercial. Se co-transfectaron 800 ng de cada construcción 

(vector de clonación pGL4.12 que contenga el inserto del promotor), con 20 ng del 

plásmido pGL4.72 que codifica para la luciferasa Renilla reniformis que se utilizará para 
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normalizar la actividad de la luciferasa y como control de la eficiencia de transfección, 

así como, 300 ng pcDNA vector. De igual manera, para evaluar el efecto de la 

oncoproteína E6 de los VPHs, se realizaron las mismas co-transfecciones, sólo que en 

lugar de utilizar pcDNA vector, se utilizaron 300 ng de plásmido de expresión pcDNA-

E6-16.  

Por otro lado, las clonas transfectadas de manera estable con la oncoproteína E6 de 

los diferentes tipos virales, denominadas HaCaT-E6 VPH16, HaCaT-E6 VPH18, 

HaCaT-E6 VPH62, HaCaT-E6 VPH84, asi como el control negativo HaCaT-PLVx 

fueron transfectadas de manera transitoria con cada una de las construcciones del 

promotor, como se describió anteriormente para células HaCaT. Las células 

transfectadas se incubaron por 24 h a 37 °C y 5% CO2. 

Ensayos de Luminiscencia 

Para determinar la actividad de la enzima reportera luciferasa, así como de la luciferasa 

control de Renilla, se hicieron ensayos de luminiscencia utilizando el kit Dual Luciferase 

Reporter Assay System de Promega. Después de 24 h post-transfección, se realizaron 

lavados a las células con PBS 1x y después fueron lisadas con 100 µl de buffer pasivo 

de lisis 1X por 2 h. Al término de la lisis, se tomaron 20 µl del lisado, se colocaron en 

un microtubo de 1.5 ml y se les agregaron 20 µl de Luciferase Assay Reagent II, se 

leyó la primera actividad correspondiente a la luciferasa de Photinus pyralis y después 

se agregaron en el mismo lisado 20 µl de Stop & Glo® que detiene la actividad de la 

enzima anterior y además contiene el sustrato para la luciferasa de Renilla reniformis. 

Las lecturas se realizaron en un luminómetro Glomax 20/20 (Promega). Los valores de 

luminiscencia obtenidos de las diferentes construcciones del promotor fueron 

normalizados con los valores obtenidos a partir del control interno pGL4.72(hRlucCP). 

 

 

Análisis estadístico 

El valor de actividad de luciferasa obtenido en las construcciones de los promotores en 

los diferentes ensayos se normalizó dividiéndolo entre el valor de actividad de 

luciferasa obtenido con el plásmido control pGL4.72 (hRlucCP).  
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Para establecer significancia estadística, se realizó una prueba de One-way ANOVA. 

Para determinar la diferencia estadística entre las diferentes condiciones 

experimentales de los ensayos de actividad de luciferasa, se consideró un valor de P 

<0.05 como estadísticamente significativo. Para ello se empleó el programa GraphPad 

Prism 5.   

 

Análisis de Promotor in sílico 

Se realizó el análisis del promotor para la búsqueda de nuevos sitios de unión a factores 

de transcripción, por lo que se empleó el programa Patch 1.0 disponible en http://gene-

regulation.com/ y el programa Softberry Nsite http://www.softberry.com/  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://gene-regulation.com/
http://gene-regulation.com/
http://www.softberry.com/
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CAPITULO III 

RESULTADOS 

 

Evaluación de la actividad de las diferentes construcciones del promotor P1 de 

ST6GAL1 en línea celular HaCat 

Se realizó transfección transitoria de las construcciones del promotor completo pGL4-

1137P1 y del fragmento de 123 pb pGL4-123P1 en la línea celular HaCaT para saber 

cómo era la actividad de estas fusiones transcripcionales. Los valores se normalizaron 

con pGL4-1137P1, al cual se le asignó el valor de 1. Los resultados muestran que la 

actividad de la construcción pGL4-123P1 fue alrededor de 29.5 veces mayor que la del 

promotor completo pGL4-1137P1, como se muestra en la Figura 11. 
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Figura 11. Actividad de luciferasa de las construcciones pGL4-1137P1 y pGL4-123P1 del gen 

ST6GAL1 en la línea celular HaCaT. Los ensayos fueron realizados por triplicado mostrando los valores 

de la media de cada grupo (n=3). Se realizó una prueba t-Student. Se tomó un valor P <0.05, ocupando 

el software GraphPad Prism 5. **Diferencias significativas entre el promotor completo y el fragmento de 

123pb.  
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Evaluación de la actividad de las diferentes construcciones del promotor P1 

con mutación en c-myc de ST6GAL1 en línea celular HaCat 

Para evaluar el efecto de la mutación en el sitio de unión para el factor de transcripción 

c-Myc situado en la posición +4 a +10, se realizó la transfección de las diferentes 

construcciones del promotor con sus respectivas mutaciones. Se normalizaron los 

datos con el valor de pGL4-1137P1 al que se le asignó el valor de 1. Observamos que 

la actividad del pGL4-1137 Δc-myc no muestra diferencias significativas al compararla 

con el promotor completo sin mutación. Por otro lado, al comparar pGL4-123P1 Δc-myc 

con la versión sin mutación, vemos una disminución de la actividad de la versión 

mutante alrededor de 10 veces. Por último, al comparar ambas mutantes con el 

promotor completo, no se observa diferencia significativa (Figura 12).  
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Figura 12. Actividad de luciferasa de las construcciones pGL4-1137P1 y pGL4-123P1 del gen 

ST6GAL1 así como sus respectivas mutantes en c-Myc. Los ensayos fueron realizados por triplicado 

mostrando los valores de la media de cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis 

de Tukey. Se tomó un valor P <0.05, ocupando el software GraphPad Prism 5.   
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Evaluación de la actividad de las diferentes construcciones del promotor P1 de 

ST6GAL1 en presencia de E6 VPH 16 en línea celular HaCat 

Se evaluó la actividad del promotor completo, así como el fragmento de 123pb en 

ausencia y presencia de E6 VPH 16. Se normalizaron los datos con el valor de pGL4-

1137P1 + pcDNA neg, al que se le asignó el valor de 1. Se observa que en presencia 

de E6, la actividad del promotor completo disminuye completamente. Por otro lado, en 

el fragmento de promotor de 123pb, su actividad disminuye 4 veces en presencia de 

E6, (Figura 13). Por lo tanto, observamos que E6 ejerce un efecto negativo sobre la 

actividad del promotor en sus dos versiones, siendo más evidente su efecto en el 

promotor completo.  
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Figura 13. Actividad de luciferasa de las construcciones pGL4-1137P1 y pGL4-123P1 en presencia 

de E6 de VPH 16. Los ensayos fueron realizados por triplicado mostrando los valores de la media de 

cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis de Tukey. Se tomó un valor P <0.05, 

ocupando el software GraphPad Prism 5.   
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Evaluación de la actividad de pGL4-1137P1 Δc-Myc y pGL4-123P1 Δc-Myc en 

presencia de E6 VPH 16 en línea celular HaCat 

Para saber si existía un efecto de E6 VPH 16 sobre las construcciones del promotor 

con mutación en c-Myc, se evaluó la actividad de cada promotor con la mutación en c-

Myc en presencia y ausencia de E6. Se normalizaron los datos con el valor de pGL4-

1137P1 Δc-Myc + pcDNA neg, al que se le asignó el valor de 1. Se observó que E6 

VPH 16 ejerce un efecto negativo al anular la actividad del promotor completo y del 

fragmento 123 pb (Figura 14).  

 c
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Figura 14. Actividad de luciferasa de las construcciones pGL4-1137P1 Δc-Myc y pGL4-123P1 Δc-

Myc en presencia y ausencia de E6 VPH 16. Los ensayos fueron realizados por triplicado mostrando 

los valores de la media de cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis de Tukey. 

Se tomó un valor P <0.05, utilizando el software GraphPad Prism 5.  
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Hasta ahora, podemos decir que E6 ejerce un efecto negativo sobre la actividad del 

promotor completo y del fragmento de 123 pb. Independientemente de que haya 

mutación en c-myc, la actividad de cualquiera de las construcciones de promotor 

disminuye en presencia de E6. Estos resultados sugieren que c-myc no participa en la 

regulación del promotor P1 del gen ST6GAL1 en la línea celular HaCaT. 

  

 

Evaluación de la actividad de pGL4-1137P1 en presencia de E6 de diferentes 

genotipos de VPH de alto y bajo riesgo en un modelo de transfección estable. 

Se realizó una transfección transitoria de la construcción del promotor pGL4-1137P1 

en la línea celular HaCaT transfectada de manera estable con el marco de lectura 

abierto de E6 de diferentes genotipos de VPH. Se normalizaron los resultados con los 

valores obtenidos en la línea HaCaT-PLVx, que se tomó como control y se le asignó el 

valor de 1. Se observa que E6 VPH 18 (alto riesgo) aumenta la actividad del promotor 

4 veces a comparación del control. Por otro lado, E6 VPH 62 de bajo riesgo tiende a 

aumentar la actividad del promotor 1.5 veces, aunque no fue estadísticamente 

significativo, mientras que E6 VPH 84 disminuye la actividad casi 4  veces en 

comparación con el control negativo, aunque tampoco es estadísticamente significativo 

(Figura 15). 
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Actividad relativa de luciferasa de PGL4-1137
en presencia de E6 de genotipos de alto y bajo riesgo.
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Figura 15. Actividad de luciferasa de la construcción pGL4-1137P1 en presencia de E6 de 

genotipos de VPH de alto y bajo riesgo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y se muestran 

los valores de la media de cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis de Dunnet. 

Se tomó un valor P <0.05, utilizando el software GraphPad Prism 5.   

 

 

Evaluación de la actividad de pGL4-1137P1 Δc-Myc en presencia de E6 de 

diferentes genotipos de VPH de alto y bajo riesgo en un modelo de transfección 

estable. 

Se realizó una transfección transitoria de la construcción del promotor pGL4-1137P1 

Δc-Myc en la línea celular HaCaT transfectada de manera estable con el marco de 

lectura abierto de E6 de diferentes genotipos de VPH. Se normalizaron los datos con 

HaCaT-PLVx, que se tomó como control y se le asignó el valor de 1. Se observa que 

E6 VPH 18 (alto riesgo) aumenta la actividad del promotor 10.5 veces a comparación 
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del control. Por otro lado, E6 VPH 62 (bajo riesgo) también aumentó la actividad del 

promotor 3.5 veces (Figura 16). Al comparar esta gráfica con la anterior, se observa 

que se mantiene el mismo comportamiento. E6 VPH 16 y E6 VPH 84 no modificaron la 

actividad del promotor de manera significativa.  
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Figura 16. Actividad de luciferasa de la construcción de pGL4-1137P1 Δc-Myc en presencia de E6 

de genotipos de VPH de alto y bajo riesgo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y se muestran 

los valores de la media de cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis de Dunnet. 

Se tomó un valor P <0.05, utilizando el software GraphPad Prism 5.   

 

 

Evaluación de la actividad de pGL4-123P1 en presencia de E6 de diferentes 

genotipos de VPH de alto y bajo riesgo en un modelo de transfección estable. 

Dado que el fragmento del promotor de 123 pb muestra una mayor actividad que la del 

promotor completo, ahora nos interesa saber si las oncoproteínas de E6 de VPH, 

pueden modificar su actividad. Para ello se realizó una transfección transitoria de la 
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construcción pGL4-123P1 en la línea celular HaCaT transfectada de manera estable 

con el marco de lectura abierto de E6 de diferentes genotipos. Se normalizaron los 

datos con HaCaT-PLVx, que se tomó como control y se le asignó el valor de 1. Se 

observa que E6 VPH 18 aumenta la actividad del fragmento del promotor 3 veces al 

compararlo con el control. De igual forma, E6 VPH 62 tiende a aumentar la actividad 

del fragmento del promotor casi 2 veces, aunque no parece estadísticamente 

significativo. E6 VPH 16 y E6 VPH 84 no muestran diferencias significativas respecto 

al control (Figura 17).  

Actividad relativa de luciferasa de PGL4-123P1
en presencia de E6 de genotipos de alto y bajo riesgo.

H
aC

aT
-P

LV
x

H
aC

at
-E

6 
V
P
H
 1

6

H
aC

aT
- E

6 
V
P
H
 1

8

H
aC

aT
- E

6 
V
P
H
 6

2

H
aC

aT
- E

6 
V
P
H
 8

4

0

1

2

3

4
*** Control

Alto riesgo

Bajo Riesgo

1
0.46

3.02

1.98

0.61

A
c

ti
v

id
a

d
 R

e
la

ti
v

a
 d

e
 L

u
c

if
e

ra
s

a

 

Figura 17. Actividad de luciferasa de la construcción de pGL4-123P1 en presencia de diferentes 

genotipos de VPH de alto y bajo riesgo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y se muestran 

los valores de la media de cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis de Dunnet. 

Se tomó un valor P <0.05, utilizando el software GraphPad Prism 5.   
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Evaluación de la actividad de pGL4-123P1 Δc-Myc en presencia de E6 de 

diferentes genotipos de VPH de alto y bajo riesgo en un modelo de transfección 

estable. 

Se realizó una transfección transitoria de la construcción pGL4-123P1 Δc-myc en la 

línea celular HaCaT transfectada de manera estable con el marco de lectura abierto de 

E6 de diferentes genotipos. Se normalizaron los datos con HaCaT-PLVx, que se tomó 

como control y se le asignó el valor de 1. Se observa que E6 VPH 18 y 62 aumentan la 

actividad del fragmento del promotor 3.8 y 2.5 veces, respectivamente al compararlo 

con el control. Por otro lado, E6 VPH 16 y 84 no modifican la actividad del promotor 

(Figura 18). 

Actividad relativa de luciferasa de PGL4-123P1  c-Myc
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Figura 18. Actividad de luciferasa de pGL4-123 Δc-myc en presencia de diferentes genotipos de 

VPH de alto y bajo riesgo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y se muestran los valores de la 

media de cada grupo (n=3). Se realizó One Way ANOVA y posterior análisis de Dunnet. Se tomó un 

valor P <0.05, utilizando el software GraphPad Prism 5.   
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Búsqueda de factores de transcripción 

De acuerdo con los resultados obtenidos, observamos que el promotor completo y el 

fragmento de 123 pb con el sitio de unión a c-Myc en la posición +4 a +10 mutado y sin 

mutar, modifican su actividad de la misma manera en presencia de E6, lo que sugiere 

que el efecto de E6 no es a través de este sitio. Es por ello que se realizó un nuevo 

análisis in sílico del fragmento del promotor de 123 pb para identificar sitios de unión 

no reportados previamente por Milflores en 2012.  

El programa identificó diferentes sitios de unión a factores de transcripción. La 

localización de estos sitios se muestra en la Figura 19.  

 

Figura 19. Representación esquemática de los sitios de unión a factores de transcripción encontrados 

en el fragmento 123 pb del promotor P1 del gen ST6GAL1. Se muestran la secuencia del fragmento de 

123 pb y los diferentes sitios de unión a factores de transcripción, clasificados en origen humano y 

animal. Los triángulos naranjas indican el sitio de unión. Los números dentro de las cajas indican la 

posición del fragmento 123 pb respecto al sitio de inicio de la transcripción. La flecha negra indica el sitio 

de inicio de la transcripción. 

 

Además del sitio Sp1 que se había reportado anteriormente, se encontraron nuevos 

sitios de unión a: receptores de ácido retinoico, a TFIID, c-myb, YY1, NF-AT2 y 4, 
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ISGF3 y ARP1. Algunas de sus funciones y las vías en las que participan se describen 

en la Tabla 6. Por lo tanto, este fragmento del promotor contiene múltiples sitios a los 

que diferentes factores de transcripción pueden unirse y regularlo. 

 

 

Tabla 6. Descripción de los factores de transcripción que pueden unirse a los sitios de unión 

localizados en el fragmento de 123 pb de promotor P1 del gen ST6GAL1. 
 

Factor de 
transcripción 

Función Referencia 

Ref-1 
Reparación del ADN y la regulación redox de los 

factores transcripcionales. 

Fritz & Kaina, 

1999 

RXR alpha 

Receptor para el ácido retinoico que actúa como 

factor de transcripción. Forma homo o 

heterodímeros con receptores de ácido retinoico 

(RAR) y se une a los elementos de respuesta 

objetivo en respuesta a sus ligandos 

Tsutsumi et al., 
2002 

Harish et al., 2000 

ISGF-3 
Signal transducer and 

activator of 

transcription 1-

alpha/beta 

Transductor de señal y activador de la 

transcripción que media las respuestas celulares 

a los interferones (IFN) 

Chen et al., 2017 

NF-AT2 
Nuclear factor of 
activated T-cells, 

cytoplasmic 1 

Desempeña un papel en la expresión inducible de 

genes de citoquinas en células T, especialmente 

en la inducción de la transcripción del gen IL-2 o 

IL-4. 

Chuvpilo et al., 

1999 

NF-AT4 
Nuclear factor of 
activated T-cells, 

cytoplasmic 3 

Participa en la inducción de genes de citocina en 

células T, especialmente en la inducción de IL-2 

Li et al., 2008. 

Sp1 
Transcription 

factor Sp1 isoform 
a 

Factor de transcripción que puede activar o 

reprimir la transcripción en respuesta a estímulos 

fisiológicos y patológicos. Se une con alta afinidad 

a motivos ricos en GC y regula la expresión de 

una gran cantidad de genes involucrados el 

crecimiento celular, la apoptosis, la diferenciación 

y la respuesta inmune. 

Suske, 1999 

TIIFD 
Transcription 

initiation factor 
TFIID 

Complejo proteico multimérico que desempeña un 

papel central en la mediación de las respuestas 

del promotor a varios activadores y represores. 

Shao et al., 2004 
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Tabla 6. Descripción de los factores de transcripción que pueden unirse a los sitios de unión 

localizados en el fragmento de 123 pb de promotor P1 del gen ST6GAL1 (continuación) 

 

 

 

Factor de 
transcripción 

Función Referencia 

RAR-Alpha1 
retinoic acid 

receptor alpha 
isoform X1 

Receptor para el ácido retinoico. Los receptores de 
ácido retinoico se unen como heterodímeros a sus 
elementos de respuesta diana en respuesta a sus 
ligandos, ácido retinoico todo-trans o 9-cis, y regulan 
la expresión génica en diversos procesos 
biológicos. Los heterodímeros RXR / RAR se unen a 
los elementos de respuesta al ácido retinoico (RARE) 
compuestos por sitios en tándem 5'-AGGTCA-3 
'conocidos como DR1-DR5. En ausencia o presencia 
de ligando hormonal, actúa principalmente como un 
activador de la expresión génica debido a la débil unión 
a los corepresores 

Hauksdottir,  
Farboud & 
Privalsky, 

2003. 

RAR-beta 
Retinoic acid 
receptor beta 

isoform 1 

RAR-gamma 
Retinoic acid 

receptor gamma 

c-myb 
Transcriptional 
activator Myb 

Activador transcripcional, que puede unirse a DNA. 
Juega un papel importante en el control de la 
proliferación y diferenciación de células 
hematopoyéticas. 

Vaquerizas et 
al., 2009 

ARP-1 
Apolipoprotein A-I 

regulatory protein 1 

Factor de transcripción activado por ligando. Activado 
por altas concentraciones de ácido 9-cis-retinoico 

Kruse et al., 
2008 

YY1 
Transcriptional 

repressor protein 
YY1 

Factor de transcripción multifuncional que exhibe 
control positivo y negativo en una gran cantidad de 
genes celulares y virales al unirse a sitios que se 
superponen al sitio de inicio de la transcripción. Se une 
a la secuencia de consenso 5'-CCGCCATNTT-3 '.  El 
efecto sobre la regulación de la transcripción depende 
del contexto en el que se une y diversos mecanismos 
de acción incluyen activación o represión directa, 
activación o represión indirecta a través del 
reclutamiento de cofactores, o activación o represión 
por interrupción de sitios de unión o cambios de ADN 
conformacional. 

Shi, Seto, 
Chang & 

Shenk, 1991 
Deng et al., 

2010 

c-myc 
Myc proto-

oncogene protein 

Factor de transcripción que se une al ADN de una 
manera no específica, pero también reconoce 
específicamente la secuencia central 5'-CAC [GA] TG-
3 '. Activa la transcripción de genes relacionados con 
el crecimiento. Se une al promotor VEGFA, 
promoviendo la producción de VEGFA y la posterior 
angiogénesis 

Shi et al., 2014 
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CAPITULO IV 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Durante la transformación maligna de las células se han descrito cambios en la 

glicosilación (Pinho & Reis, 2015). Estos cambios pueden deberse a modificación en la 

expresión de enzimas como glicosiltransferasas, que pueden ser consecuencia de una 

desregulación a nivel transcripcional (Kannagi et al., 2008). El agente etiológico del 

CaCu es el VPH, la oncoproteína viral E6, es una de las responsables de la 

transformación maligna de la célula. En este trabajo, investigamos si la oncoproteína 

E6, modifica la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1, cuyos niveles de ARNm 

se encuentran elevados en lesiones premalignas de cuello uterino y en CaCu (López 

et al., 2009; Wang et al., 2003).  

En primer lugar, evaluamos la actividad el promotor completo (pGL4-1137P1) y del 

fragmento de 123 pb (pGL4-123P1) en la línea celular HaCaT mediante ensayos de 

transfección transitoria. Observamos que la actividad de pGL4-123P1 es alrededor de 

30 veces mayor que la actividad del promotor completo (Figura 11). En un estudio 

previo de Milflores et al, 2012 se evaluó la actividad de ambas construcciones en líneas 

celulares HepG2 (de origen hepático) y C33A (de carcinoma de cérvix), obteniendo una 

actividad para la construcción pGL4-123P1de 2.5 y 6 veces mayor, respectivamente, 

al comparar con la actividad del promotor completo. Una posible explicación es que, en 

el fragmento de 1000 pb, se eliminaron sitios de unión a factores de transcripción que 

pueden actuar como represores, por ejemplo, YY1, que se ha reportado que puede 

actuar como represor (Deng et al., 2010) y también es capaz de inducir cambios 

conformacionales en el ADN al evitar la unión de otros factores de transcripción 

(Furlong, Rein & Martin, 1996). La diferencia en el número de veces que aumenta la 

actividad entre cada línea celular puede ser resultado de diferencias en la expresión de 

factores de transcripción entre las líneas celulares estudiadas. La diferencia en las 

actividades del promotor completo con respecto al truncado es muy grande en la línea 

celular HaCaT, aunque presenta el mismo comportamiento que lo observado en las 

líneas celulares HepG2 y C33A. 
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Posteriormente, evaluamos la actividad de las construcciones del promotor completo y 

el fragmento de 123 pb con mutación en el sitio c-Myc de la posición +4 a +10 

(Construcciones pGL4-1137P1Δc-Myc y pGL4-123P1 Δc-Myc) y comparamos su 

actividad con la de las construcciones sin mutar (Figura 12). Observamos que la 

mutación en el sitio c-myc del promotor completo no genera cambios significativos en 

la actividad, sin embargo, en pGL4-123P1 Δc-Myc se observa una disminución de 

actividad alrededor de 10 veces en comparación con el fragmento sin mutar. En la 

construcción con el promotor completo la actividad es mucho más baja que en la 

construcción de 123 pb, quizás esta alta actividad permita detectar el efecto de la 

mutación en c-myc, que no es posible observar cuando se muta este sitio en el 

promotor completo, ya que finalmente la actividad de ambas mutantes es semejante a 

la del promotor completo. En el trabajo de Milflores et al., 2012 se observó este mismo 

comportamiento en las células C33A derivadas de carcinoma de cérvix, pero no se 

observó en las células hepáticas HepG2, donde la actividad del fragmento 123 pb con 

y sin la mutación del sitio c-myc, es similar en ambos. Esto nos indica que la regulación 

del promotor es diferente en cada línea celular, y que depende de los factores de 

transcripción presentes en cada una. 

Se ha reportado que la oncoproteína E6 de VPH puede inducir cambios en la expresión 

génica a través de su actividad sobre promotores. Se ha observado que E6 aumenta 

la transcripción del gen hTERT, que codifica para la subunidad catalítica de la 

telomerasa, y lo hace a través del aumento en la actividad del promotor de dicho gen 

(Veldman et al, 2003). Con este antecedente, quisimos ver si E6 ejercía un efecto sobre 

la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1.  Para ello, se realizaron transfecciones 

transitorias de la construcción pGL4-1137P1 y de pGL4-123P1 co-transfectando con 

pcDNA neg ó con pcDNA-E6 (VPH 16). Obtuvimos que en pGL4-1137P1 la actividad 

se anuló por completo en presencia de E6, mientras que en pGL4-123P1 la actividad 

disminuyó 4 veces, lo que nos sugiere que E6 está ejerciendo un efecto negativo en la 

actividad del promotor (Figura 13). En ambas construcciones se observa que E6 

disminuye la actividad, por lo que el efecto de la oncoproteína debe ejercerse a través 

de la región de 123 pb (Figura 13) . La actividad del promotor completo se vuelve nula 

en presencia de E6, quizás porque la actividad del promotor completo es mucho más 
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baja que en el fragmento de 123 pb, y no permite visualizar un efecto de manera tan 

evidente como en la construcción de 123 pb, donde la actividad es muy alta.  

Existen antecedentes que señalan que la oncoproteína E6 puede tener un efecto 

represor sobre algunos promotores. En un trabajo previo de Monterrosas en 2018, se 

observó que las proteínas virales E6 y E7 ejercen un efecto negativo sobre el promotor 

V2 del gen ST3GAL4. De igual forma E6 reprime el promotor de E-cadherina y se 

sugiere que esta represión es causada por metilación en el promotor mediante DNMT, 

sin embargo, el mecanismo no está descrito completamente. Por lo tanto, podemos 

especular que la represión mediada por E6, también se lleve a cabo por metilación en 

el promotor. 

Un punto importante a mencionar que la actividad del fragmento de 123 pb aumenta 

casi 30 veces en comparación con el promotor completo. Sin embargo, cuando se co-

transfecta el fragmento de 123 pb junto con pcDNA neg, y lo comparamos con el 

promotor completo co-transfectado con pcDNA neg, el fragmento de 123 pb tiene 

mayor actividad que el completo, pero no en la misma magnitud, ya que solo aumenta 

en 1 vez, y no 30 veces como las transfecciones sin pcDNA neg. Esto nos indica que 

el pcDNA neg está ejerciendo un efecto sobre la actividad del promotor, la cual no 

hemos podido explicar. Esto podría ser resultado de un problema al co-transfectar una 

mayor cantidad de plásmido, y que de alguna manera interfiriera con la entrada del 

DNA, sin embargo, consideramos esto y modificamos las condiciones de transfección 

y el efecto seguía observándose. 

Se sabe que E6 puede interaccionar con la proteína c-Myc y potenciar al promotor de 

hTERT e incrementar la actividad de telomerasa (Veldman et al., 2013; Zhang et al., 

2017). El promotor P1 de ST6GAL1 contiene tres sitios de unión a c-Myc, por lo que 

nos llevó a preguntarnos si estos sitios participan en la regulación de dicho promotor 

en presencia de E6. Para ello, co-transfectamos de manera transitoria el promotor 

completo que contiene 2 sitios c-myc sin mutar y una mutación en el sitio +4 a +10 

(pGL4-1137P1Δc-myc) y el fragmento del promotor de 123 pb que sólo contiene un 

sitio c-Myc mutado +4 a +10 (pGL4-123P1Δc-myc). Ambas construcciones fueron co-

transfectadas con pcDNA neg ó pcDNA-E6. Nuestros resultados arrojaron que E6 tiene 
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un efecto negativo sobre la actividad de ambas construcciones del promotor, ya que, 

en presencia de E6, la actividad prácticamente se anula. Esto nos sugiere que 

independientemente de la presencia o ausencia del sitio de unión, la actividad se 

reprime, por lo que llegamos a la conclusión de que c-Myc no participa en la regulación 

de este promotor, sin embargo, E6 podría estar interactuando con otros factores de 

transcripción que regulen la actividad (Figura 14). 

Ante estos resultados, propusimos investigar que otros factores de transcripción 

pueden unirse a este promotor en la región de 123 pb. Milflores-Flores et al., 2012 

identificaron un sitio de unión a HNF1, (-44), un sitio de unión TFIID (-8) y un sitio de 

unión a Sp1 en la posición -32, un sitio c-Myc en +4, y dado que los programas y 

softwares para buscar sitios de unión están en constante actualización, volvimos a 

realizar otro análisis. Encontramos 14 sitios de unión a factores de transcripción de 

origen humano que están involucrados en respuesta inmune (ISGF-3, NF-AT2, NF-

AT4), receptores de ácido retinoico (RXR alpha, RAR-Alpha1, RAR-beta, RAR-gamma, 

ARP-1) y transcripción (Ref-1, Sp1, TIIFD, c-myb, YY1, c-Myc).  

Sin embargo, algunos de estos sitios donde se unen factores de transcripción como los 

involucrados en respuesta inmune o los receptores de ácido retinoico no tendrían 

efecto en la actividad de este promotor, dado que en nuestros ensayos experimentales 

no incubamos con moléculas que se unan a estos factores de transcripción o activen 

vías en las que están involucrados. Sin embargo, se podría evaluar el efecto de estos 

sitios en la regulación de este promotor para trabajos posteriores. 

Por otro lado, existen otros sitios de unión que son reconocidos por factores de 

transcripción que pueden estar siendo modulados por E6.  Un factor de transcripción 

que interacciona con E6 es Sp1. Se sabe que la acción combinada de Sp1 y c-Myc con 

E6, es la responsable de la inducción del gen hTERT, aumentando la actividad de la 

telomerasa (Kyo et al., 2000; Oh, Kyo, & Laimins, 2001). E6 VPH 16 es capaz de 

transactivar otros promotores, como el de VEGF a través de sitios de unión a Sp1 

(López-Ocejo et al., 2000). Estos resultados se enfocan en la activación de la expresión 

génica, sin embargo, nosotros estamos obteniendo el efecto contrario, por lo que queda 

abierta la interrogante de a través de que mecanismo o vía E6 ejerce un efecto negativo 
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sobre la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1. Una propuesta, sería evaluar la 

actividad del promotor en presencia de E6 y realizar mutaciones en el sitio de unión a 

Sp1. 

Posteriormente, evaluamos la actividad de las diferentes versiones del promotor en un 

sistema de transfección estable, utilizando la línea celular HaCaT cuyo genoma tiene 

integrado el marco de lectura abierto para E6 de diferentes genotipos de VPH de alto 

(16 y 18) y bajo riesgo (62 y 84). Se transfectaron de manera transitoria las diferentes 

construcciones del promotor y de acuerdo a los resultados obtenidos, encontramos que 

sólo E6 VPH 18 aumentó la actividad del promotor en todas sus versiones, lo que nos 

sugiere que, en estas condiciones, la regulación del promotor también es independiente 

de c-Myc.  

Al analizar el efecto de E6 VPH 16 transfectado de manera estable, observamos que 

tiene una tendencia a disminuir la actividad del promotor (excepto en pGL4-1137P1Δc-

myc, donde la actividad es similar al control), aunque no es estadísticamente 

significativa. Este es un efecto que también se obtuvo en las transfecciones transitorias, 

donde se observa que E6 disminuye la actividad del promotor, pero de una manera 

más drástica, lo que sugiere que E6 VPH16 reprime la actividad del promotor 

independientemente si se encuentra integrado en el genoma. 

Al realizar un análisis de resultados, encontramos que E6 VPH 62 (bajo riesgo) también 

tiende a aumentar la actividad del promotor completo y el fragmento 123 pb, pero su 

aumento solo es estadísticamente significativo en las versiones mutadas en c-Myc.  

La integración de E6 en el genoma de la célula provoca que siempre se esté 

expresando, lo que podría sugerir que hay E6 suficiente para provocar cambios en la 

actividad del promotor. Se ha reportado que la integración de E6 al genoma de la célula 

puede inducir modificaciones epigenéticas.  La regulación positiva de las 

metiltransferasas de ADN por las oncoproteínas del VPH puede contribuir a un 

aumento de la metilación del ADN del genoma del huésped y la inhibición de la 

transcripción de genes supresores de tumores. Los datos recientes demuestran que 

los mecanismos epigenéticos juegan un papel esencial en la regulación de la expresión 
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génica viral tanto del ADN del VPH episomal como integrado (Durzynska, Lesniewicz 

& Poreba, 2017). 

VPH 18 y VPH 62 forman parte del género Alfapapillomavirus, pero pertenecen a 

especies diferentes (α7 y α3, respectivamente), por lo que se encuentran 

filogenéticamente alejados; también pertenecen a grupos de riesgo oncogénico 

diferente (alto y bajo riesgo, respectivamente). Sin embargo, la oncoproteína E6 de 

ambos genotipos modifica la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1, y esto puede 

deberse a que los dos pueden interaccionar con ciertos factores de transcripción en 

común. En el trabajo previo de Caporal Hernández de 2019, se reporta que E6 de VPH 

18 y 62 comparten tres motivos dentro de su estructura: sitio de unión a proteína 14-3-

3, motivo FxDxF y motivo de unión a APC, lo que nos hace pensar que es a través de 

estas regiones estructurales estén interactuando con proteínas celulares en común y 

puedan regular la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1.   

Se ha reportado que, en muestras de cáncer cervical, VPH 62 se encuentra en 

coinfecciones con al menos un tipo de alto riesgo (Artaza-Irigaray et al., 2017), por lo 

que las oncoproteínas E6 de estos genotipos podrían incrementar in vivo la expresión 

del gen ST6GAL1 y como consecuencia aumentar la presencia de ácido siálico en el 

epitelio positivo a estos genotipos virales. 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 

CAPITULO V 

CONCLUSIONES 

 

La oncoproteína E6 del VPH 16 disminuye la actividad del promotor P1 del gen 

ST6GAL1. 

Los elementos de respuesta a c-myc no están implicados en la regulación del promotor 

P1 del gen ST6GAL1, sin embargo, Sp1 podría estar modulando su actividad Los 

resultados obtenidos no permiten concluir si E6 ejerce un efecto sobre la actividad del 

promotor a través de la interacción con algún factor de transcripción, ya que E6 podría 

modificar su actividad a través de otros mecanismos. 

La oncoproteína E6 VPH 18 incrementa la actividad del promotor P1 del gen ST6GAL1, 

este comportamiento se observa para la E6 de VPH 62, lo que sugiere que, durante 

una infección viral con ciertos genotipos de VPH, la proteína E6 podría tener un efecto 

positivo sobre la expresión del gen ST6GAL1 y en consecuencia un aumento en la α2,6 

sialilación que se ha reportado para este tipo de cáncer 
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CAPÍTULO VI 

PERSPECTIVAS 

 

1. Evaluar el efecto de E6 sobre promotor P1 en condiciones donde estén 

presentes moléculas que activen a los factores de transcripción que puedan 

unirse a los sitios identificados en el fragmento de 123 pb. 

2. Evaluar el efecto de E6 sobre el promotor P1 con mutación en sitio Sp1 (-32) 

para determinar si este elemento de respuesta participar en la regulación de 

dicho promotor. 

3. Realizar análisis in sílico de interacción proteína-proteína de E6 con los factores 

de transcripción localizados en la región 123 pb del promotor P1 del gen 

ST6GAL1.   
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