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I. RESUMEN 

Introducción: La oncoproteína E7 del VPH 16  es un proteína multifuncional 

que favorece  el desarrollo de la carcinogénesis cervical, se ha reportado que 

las variantes en este gen pueden presentar una mayor capacidad transformante 

respecto al gen E7-prototipo, en un análisis reciente de nuestro grupo de trabajo 

se encontró a la variante C732/C789/G795 en un 34.34% de las muestras con 

cáncer, además,  se demostró  que las muestras con la variante 

C732/C789/G795  tienen 3.7 veces más riesgo de desarrollar cáncer en 

comparación con la E7 Prototipo. Objetivo: evaluar el efecto de la variante E7-

C732/C789/G795, sobre la proliferación celular en comparación con el gen E7 -

prototipo del VPH 16.Metodología: mediante PCR de muestras  positivas a VPH 

16 se aisló al gen E7 y mediante secuenciación/alineamiento bioinformatico se 

identificó a E7-Prototipo y a la variante E7C732/C789/G795, se clonaron las 

secuencias en el vector de expresión pEGFPN-1, se transfectaron  

queratinocitos primarios y se evaluó la proliferación celular mediante ensayos de 

viabilidad celular con MTS. Resultados: los resultados muestras que a las a las 

48 horas hay una disminución de la proliferación en comparación con E7-

prototipo, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas. 

 

Palabras clave: variantes, E7, proliferación, VPPH 16 
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II. ABSTRACT 

 

Introduction: the E7 oncoprotein of HPV 16 is a multifunctional protein that favors 

the development of cervical carcinogenesis, it has been reported that variants in this 

gene may present a greater transformative capacity with respect to the E7-prototype 

gene, in a recent analysis of our working group The C732/C789/G795 variant was 

found in 34.34% of the samples with cancer, in addition, it was demonstrated that 

the samples with the variant C732/C789/G795 have a 3.7 times higher risk of 

developing cancer compared to the E7 prototype. Objective: evaluate the effect of 

the E7-C732/C789/G795 variant on cell proliferation compared to the E7 gene - HPV 

16 prototype. Methodology: by PCR of HPV-positive samples 16 the gene was 

isolated E7 and by bioinformatic sequencing / alignment was identified to E7-

prototype and variant E7C732/ C789/G795, the sequences were cloned in the 

expression vector pEGFPN-1, primary keratinocytes were transfected and cell 

proliferation was evaluated by cell viability assays with MTS. Results: the results 

show that at 48 hours there is a decrease in proliferation compared to E7-prototype, 

however, no significant differences were obtained. 

 

Key words: variants, E7, proliferation, HPV 16. 
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III. INTRODUCCIÓN 

La proliferación celular es un proceso necesario para la embriogénesis y la 

homeostasis en algunos tejidos adultos; (Massagué 2004) es controlada por el 

estímulo externo con factores de crecimiento, sin embargo existe un punto de 

restricción durante la fase G1, en el que la célula se independiza y se compromete 

a continuar con la fase S del ciclo celular (Pardee 1974) esto debido a que un 

estímulo mitogénico constante activa las vías de señalización como Ras, Myc, 

PI3K/AKT que conducen a una acumulación de las ciclinas D (Aguilar y Fajas 2010). 

Las ciclinas D forman complejos con las CDKs (cinasas dependientes de ciclinas), 

específicamente con CDK4 y CDK6, para fosforilar a las proteínas de la familia pRB; 

esta fosforilación disocia a pRB del factor de transcripción E2F, permitiendo la 

transcripción de un conjunto de genes que permiten la transición de la fase G1 a la 

fase S del ciclo celular (Malumbres and Barbacid., 2001) un desbalance entre la 

pérdida y ganancia de células puede llevar a enfermedades como el cáncer 

El cáncer se caracteriza porque las vías que restringen la respuesta proliferativa 

están desreguladas, una clase de alteraciones comprende a las que afectan al punto 

de control de la fase G1 regulado por pRB, los defectos en esta vía, pueden ser 

ocasionados por deleción del gen RB, desregulación de las CDKs, pérdida genética 

de sus inhibidores (Harbour and Dean 2000; Sherr 1996) o en particular, en los 

carcinomas cervicales, la función de pRB se elimina mediante su degradación vía 

proteosoma a consecuencia de su interacción con la oncoproteína E7 del VPH 16 

(Evan and Vounden  2005; Huh et al., 2007). 

 

La oncoproteína E7 del VPH 16 está compuesta de 98 aminoácidos, y tiene un peso 

de 15 KDa, tiene tres regiones conservadas CR1, CR2 y CR3, en la región CR2 se 

encuentra el motivo de unión a pRB, p107 y p130 (LXCXE), la secuencia CR1 

permite la cooperación de E7 con Ras para la transformación celular, en el extremo 

C-terminal tiene el dominio de unión a zinc, que se compone de dos motivos CXXC, 

separados por 29 residuos de aminoácidos, este dominio se dimeriza y es 
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importante para la estabilidad intracelular de E7.( McLaughlin-Drubin and  Münger 

2008) 

 

La interacción de E7 con pRB permite el reclutamiento del complejo ubiquitina ligasa 

E3 Cullin 2 que promueve la degradación de pRB vía proteosoma (Munger and 

Roman 2013). La degradación de pRB interrumpe su asociación con el factor de 

transcripción E2F, el cual activa la transcripción de genes que promueven la entrada 

y permanencia de las células diferenciadas en la fase S del ciclo celular. Además, 

E7 se une a E2F6, un miembro del complejo represor polycomb y de esta forma 

evita sus funciones represivas normales sobre los genes de la fase S activados por 

E2F (Klingelhutz y Roman 2012; Eh et al 2007).  

E7 permite el crecimiento independiente del anclaje y la transformación celular 

mediante la unión de p600, una proteína asociada al retinoblastoma (DeMasi et al. 

,2005) interfiere con la señalización mediada por TGFβ, una citocina que inhibe el 

crecimiento celular en respuesta a la infección viral; interactúa con proteínas 

reguladoras de la transcripción, por lo que puede reprimir la expresión de proteínas 

implicadas en este proceso y que controlan el ciclo celular como p21 y p27 

confiriéndole a la célula resistencia a la inhibición del crecimiento mediada por TGFβ 

(Mittal and Banks 2016). E7 también regula el metabolismo celular, mediante la 

acumulación de la forma dimerica de la piruvato cinasa tipo M2, que tiene una baja 

afinidad por su sustrato 3 fosfoglicerato, de esta manera  aumenta la producción de 

fosfometabolitos glucolíticos, lo que conduce a un aumento en las vías biosintéticas 

y por tanto a un aumento en la proliferación celular (Mittal, y Banks 2017), asi mismo 

puede activar la expresión de proteínas como ciclina A y E (Moody,  y Laimins 2010; 

McLaughlin-Drubin and Munger 2008; Klingelhutz y Roman 2012). E7 tiene una 

multifuncionalidad en la carcinogénesis cervical debido a que interactúa con 

proteínas implicadas en diferentes procesos como: estabilidad genómica, respuesta 

inmune, anoikis, modulación de la cromatina, ciclo y proliferación celular, (Roman 

and Munger 2013, Klingelhutz and Roman 2012; McLaughlin and Munger 2008) 

además cada una las regiones es trascendental para las actividades oncogénicas 

de la proteína E7 del VPH 16. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McLaughlin-Drubin%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19007963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%26%23x000fc%3Bnger%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19007963
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383574216300825?via%3Dihub#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383574216300825?via%3Dihub#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klingelhutz%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22284986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22284986
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El VPH 16 es un virus de DNA de doble cadena circular que tiene un tamaño de 

7906 pares de bases, pertenece al género alfa e infecta tejido mucoso (De Villiers 

et al., 2004) por su riesgo oncogénico se clasifica como de alto riesgo (Muñoz et al., 

2006) y es el más frecuente en Cáncer Cervicouterino (CaCU) en todo el mundo 

(Guan et al., 2012). La infección por el VPH-AR es necesario pero no suficiente para 

el desarrollo de CaCU ya que solo el 20 % de las LEIBG progresan a CaCU (Ostor 

et al., 1999) esto debido a que se requiere la presencia de cofactores ambientales, 

del hospedero y virales, estudios recientes han mostrado que las variantes del VPH 

16 presentan diferente potencial oncogénico (Ortiz Ortiz et al., 2015; Cornet et al., 

2013; Bueno et al., 2014). 

Se reconoce una variante como el cambio en un nucleótido con respecto a la 

secuencia de referencia (De villiers et al., 2004), una diferencia del 1 % del genoma 

completo se le denomina linaje, una diferencia del 0.5 a 0.9 % se le denomina 

sublinaje (Chen et al., 2011) la clasificación de las variantes del VPH 16, se basa en 

la variabilidad genética de las secuencias del gen E6, L1 de la LCR o del genoma 

completo ( Cornet et al., 2012; Huertas-Salgado et al., 2011; Bernard et al 2006) no 

obstante también se han identificado variantes génicas en el gen E7 del VPH-16. 

Las variantes en el gen E7 del VPH 16 son menos frecuentes que las variantes en 

el gen E6 (Nind et al., 1999), y su frecuencia varía según la población estudiada; 

Pande et al., 2008 reportó que solo un 13.3 % de la población estudiada presentó 

mutaciones en el gen E7, mientras que Shang et al., 2011 encontraron que las 

mutaciones en dicho gen estaban presentes en un 84.62% de su población. La 

variante G647 se ha encontrado con mayor frecuencia en países asiáticos, 58% en 

Hon Kong, 73 % en Corea y 70.2 % en China (Ding et al., 2010), mientras que Nind 

y colaboradores en 1999 la reportaron con una frecuencia de 0.99% en mujeres 

alemanas.  

En México, no hay estudios que reporten las variantes génicas en el gen E7 del VPH 

16; en un análisis reciente en nuestro grupo de trabajo se encontró que la variante 

E7-C732/C789/G795 es la segunda más frecuente con un 20.53% después de la 

E7 prototipo en mujeres guerrerenses, interesantemente el 34. 43% de las muestras 
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con cáncer presentan la variante E7- C732/C789/G795 además mediante un 

análisis de OR se encontró que las pacientes que tienen la variante E7-

C732/C789/G795 tienen 3.7 veces más riesgo para el desarrollo de cáncer 

cervicouterino. Pocos estudios reportan el potencial oncogénico de las variantes 

génicas E7 del VPH 16, sin embargo, se ha asociado a la variante G647 con el 

desarrollo de neoplasia cervical (Lee et al., 2011; Song et al., 1997) Zine et al., 2017 

reportan que dicha variante tiene un mayor potencial oncogénico que E7-prototipo. 

 

La variante E7-C732/C789/G795 más frecuente en nuestra población no genera 

cambio de aminoácido en la proteína, sin embargo el cambio en un nucleótido en la 

secuencia del RNAm puede afectar su estructura secundaria; y la estructura 

secundaria del RNAm puede influir en su transcripción, empalme y estabilidad, 

además es importante para la regulación mediante miRNAs (Chaney et al., 2015; 

Bali et al., 2015; O`Brien et al., 2014; Yang et al., 2017). Interesantemente se ha 

observado que la interacción entre RNAs de virus y miRNAs es importante para la 

regulación de la estabilidad, expresión y traducción de RNAm virales, así como para 

la replicación, la infección persistente y patogénesis viral (Li et al., 2014) 

específicamente se ha reportado que  genes del VPH 16 tienen secuencias de unión 

a miRNAs; de manera indirecta el VPH 16 regula la expresión de genes celulares 

(Gunasekharan, and Laimins, 2013), por lo cual es importante evaluar si a través de 

cualquiera de los mecanismos mencionados anteriormente la variante E7-

C732/C789/G795 del VPH 16 podría afectar su expresión y por tanto influir en 

procesos tales como la proliferación celular; ya que el aumento en la proliferación 

celular es una de las principales características del cáncer. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Obtención del gen de las variantes E7 del VPH16 

Para aislar la secuencia de DNA del gen E7 del VPH 16 se realizó PCR a partir de 

DNA extraído de citologías cervicales positivas al VPH 16, la reacción contenía H2O, 

buffer, dNTPs, Mgcl2 y primers en un volumen final de 24 μl utilizando 

oligonucleótidos específicos que contienen sitios de corte para las enzimas HinDIII 

y BamHI (E7-F-HinDIII-aagcttCCACCATGCATGGAGATAC ACCTACAT y E7-R: 

BamHI 5-ggatccAATGGTTTCTGAGAACAGATGGG-3´) 

Clonación de las variante E7-C732/C789/G795 y E7-Prototipo del VPH 16 en el 

vector de clonación peJET1.2/blunt 

Clonación en el vector peJET1.2/blunt. La ligación se realizó en un mezcla que 

contenía 1 μl de T4 DNA ligasa (invitrogen), 2 μl de 5X DNA buffer, 50 ng de 

pJET1.2blunt y 10 ng del producto de PCR en un volumen final de 20 μl, se incubó 

a 24° durante 5 minutos, se añadieron 2 μl de la ligación en 50 μl de bacterias 

competentes, se incubaron en hielo durante 5 minutos, se realizó la transformación 

usando el protocolo de choque térmico, se incubaron a 37 ° C a 160 rpm durante 1 

hora en caldo Luria-Bertani (LB) libre de antibiótico, y se sembró en agar LB con 

100 μg / ml de ampicilina a 37 ° C durante 16 horas, de las colonias que se 

obtuvieron se realizó extracción del DNA plasmídico. 

Extracción del DNA plasmídico y restricción enzimática. Las colonias se 

cultivaron en 2 mL de medio LB con 100 µg/mL de ampicilina, el sedimento 

bacteriano se resuspendió en 100 μL de solución I (Tris 1M pH8- EDTA 5M pH8-

H20), la lisis celular se realizó con 200 μL de solución II (NaOH 10 M, SDS al 10 %) 

el DNA genómico, los restos celulares y las proteínas se precipitaron mediante la 

adición de 150 μL de solución III (acetato de sodio) posteriormente el DNA se 

precipitó con isopropanol y se  hicieron lavados con etanol al 70 %. Se digirieron 2 

µg de DNA plasmídico con las enzimas BamHI y HinDIII a 37 º durante 21 horas, 

los productos digeridos se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1%. 
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Subclonación de las variante E7-C732/C789/G795 y E7-Prototipo del VPH 16 

en el vector de expresión p-EGFPN-1 

Después de realizar la construcción en el vector pJET1.2blunt se obtuvo el 

fragmento de E7 mediante digestión con las enzimas BamHI y HinDIII se realizó una 

electroforesis de la digestión en un gel de agarosa al 2.5 % para posteriormente 

hacer la purificación del DNA con el kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit el cual 

permite extraer y purificar DNA a partir de un gel de agarosa. 

 

Transformación de E.coli DH5α con los plásmidos pEGFP-N1-E7-prototipo y 

pEGFP-N1-E7-C732/C789/G795.  

Se realizó la ligación con el vector p.EGFPN-1 y se realizó la transformación en la 

cepa DH5α. La ligación se realizó en un mezcla que contenía 1 μl de T4 DNA ligasa 

2 μl de 5X DNA buffer, DNA del vector p-EGFP-N1-1 y DNA del inserto en un 

volumen final de 20 μl, se incubó a 16° durante 12 horas se añadieron 10 μl de la 

ligación en 50 μl de bacterias competentes y se realizó la transformación usando el 

protocolo de choque térmico. Se incubaron a 37°C a 160 rpm durante 1 hora en 

caldo Luria-Bertani (LB) libre de antibiótico, y se sembró en agar LB con 20 μg/ml 

de kanamicina a 37ºC durante 16 horas, de las colonias que se obtuvieron se realizó 

extracción del DNA plasmídico. Se realizó PCR y digestión con las enzimas HindIII 

y BamHI; para confirmar la clonación del inserto de E7 en el vector p-EGFP-N1-1, 

de las colonias que resultaron positivas se realizó extracción de DNA plasmídico 

con el kit GenJet y se secuenció para su verificación. 

Transfección de los plásmidos en queratinocitos primarios. 

Los queratinocitos primarios se obtuvieron a partir de prepucios de niños donantes, 

se cultivaron a 37°C en una atmósfera de 5 % de CO2 en medio DMEM-F12 

suplementado con 0.8 mM de adenina, 0.1 µg/mL de hidrocortisona, 4 µg/mL de 

insulina, 20 ng/mL de factor de crecimiento epidermal recombinante, 5% de suero 

fetal bovino y una mezcla de antibiótico y antimicótico. 
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Se realizó la transfección de los queratinocitos con las construcciones E7-prototipo 

E7-C732/C789/G795 usando lipofectamina 2000 de acuerdo al protocolo 

recomendado por el fabricante, se sembraron 7,000 células en placas de 96 pozos 

y se agregó una mezcla de 0.2 µg de DNA, lipofectamina, medio DMEM sin SFB y 

sin antibiótico en un volumen final de   50 µL. 

 Ensayos de proliferación  

Para evaluar la proliferación se empleó el kit The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay, se sembraron 7,000 células, se realizó la transfeccion y se dejaron 

las células por 24 y 48 horas para posteriormente agregar 20 μl de la solución de 

MTS se incubó dos horas y se midió la absorbancia a 492 nm. 

Consideraciones éticas y de bioseguridad 

Las muestras biológicas generadas se eliminaron en base a la Norma Oficial 

Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Norma de protección ambiental, Salud 

ambiental, Residuos Peligrosos Biológico-Infecciosos (RPBI).  

 Análisis de datos 

Se realizó usando el programa GraphPad Prism 7, los datos se presentaron como 

medias ± desviación estándar de tres experimentos independientes, para la 

comparación entre las diferencias entre los grupos se utilizará la prueba t de student, 

un valor de p menor de 0.05 es considerado como estadísticamente significativo. 
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V. RESULTADOS 

En la figura 1 se presentan los amplicones de E7 prototipo y E7-C732/C789/G795 

que se emplearon para clonarlas en el vector de clonación pJET1.2/blunt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La clonación del inserto en el vector pJET1.2/blunt se logró realizando una reaccion 

de blunting al producto de PCR (figura 2A). En la figura 2B se presenta la verificación 

de la clonación que se realizó con la digestión con las enzimas HinDIII y BamHI, se 

obtuvieron dos bandas, una banda superior de 2974 pares de bases que 

corresponde al peso del vector y una banda inferior de 306 pares de bases que 

corresponde al peso del producto de PCR de E7. En la figura 3 se observan los 

resultados de la secuenciación para confirmar que las secuencia de la variante E7-

C732/C789/G795 tiene los cambios de nucleótido correctos respecto el gen E7-

prototipo. 

 

 

 

Figura 1. Amplicones del gen E7-prototipo y la variante E7-C732/C789/G795. En el 
carril 1 se muestra el marcador de 50 bp del carril 2-3 se muestran los amplicones de E7-
prototipo y E7-C732/C789/G795, el carril 3 y 5 muestra los controles negativos y positivo 
respectivamente. 
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Figura 2. Construcción E7VPH16-pJET1.2blunt. A) el gen E7-Prototipo y la variante E7-C7327C789/G795 se 

amplificaron por PCR se les realizó blunting y ligación con el vector pJET1.2blunt. B) Verificación de la clonación 
por digestión con HinDIII y BamHI, en el carril 1 se muestra DNA plasmídico del vector pJet1.2blunt sin digerir, 
en el carril 2 y 3 se muestran las digestiones de las construcciones de E7-prototipo y E7-C732/C789/G795. 
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Figura 3. Construcción E7VPH16-pJET1.2blunt .A) el gen E7-Prototipo y las 
variante E7-C7327C789/G795 se amplificaron por PCR se les realizó blunting 
y se clonaron el vector pJET1.2blunt. B) Verificación de la clonación de E7 del 
VPH 16 por digestión con HinDIII y BamHI.  
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Subclonación del gen de la variante E7-C732/C789/G795 y E7-Prototipo del 

VPH 16 

Se realizó la clonación del gen E7-prototipo y la variante E7-C732/C789/G795 en el 

vector de expresión pEGFP-N1 como se explica en la figura 4A. Se confirmó la 

inserción del gen en el vector pEGFP-N1 después de la digestión enzimática con 

las enzimas HinDIII y BamHI, obteniendo buna una banda superior de 4733 pares 

de bases que corresponde al peso del vector y una banda inferior de 306 pares de 

bases que corresponde al peso de E7 (figura 4B). 

Se confirmó por secuenciación que el marco de lectura fue el correcto para E7-

prototipo y para la variante E7-C732/C789/G795 en el vector de expresión (figura 

5). 

 Se verificó que la secuencia de la variante E7-C732/C7897G795 presentara los 

cambios de nucleótido respecto a la E7-prototipo (figura 6). 
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Figura 4. Construcción p-EGFPN-1-E7VPH16. El gen E7 del VPH 16 fué digerido del vector 
Pjet1.2/blunt y se clonó en el vector de expresión pEGFP-N1 A) Verificación de la clonación por 
digestión con HinDIII y BamHI carril 1: marcador de 1Kb, carril 2-3 digestiones de dos colonias B). 
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Figura 5. Secuencia de la construcción E7-pEGFPN-1. A) Se 
señala la secuencia del promotor de CMV, el sitio de corte para la 
enzima HinDIII y la secuencia de inicio del gen E7 del VPH 16. B) 
se indica el sitio de corte para BamHI, secuencia del plásmido 
pEGFPN-1, una secuencia kozak y el inicio de la secuencia que 
codifica para la GFP. 
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Figura 6. Secuencia de la variante E7-C7327C789/G795. Secuencia del gen E7-
prototipo A) Secuencia de la variante E7-C7327C789/G795. B) Los cuadros rojos indican 
los cambios de nucleótido en la secuencia dela variante respecto la E7-prototipo. La 
secuencia se obtuvo a partir de una extracción de plásmido recombinante. 
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Transfección de los plásmidos en queratinocitos primarios. 

Se analizó la eficiencia de transfección de queratinocitos primarios transfectados 

con el vector pEGFPN-1 con attractene y lipofectamina 2000. Se eligió utilizar 

lipofectamina 2000 ya que se obtuvo 43% de celulas GFP positivas mayor a lo 

obtenido con attractene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análisis de la eficiencia de transfección. Se utilizaron queratinocitos sin 
transfectar. A) Queratinocitos transfectados con Attractene. B) Queratinocitos 
transfectados con lipofectamina 2000. La eficiencia de transfección fué determinada 24 
horas después de la transfección, las células GFP positivas se muestran en color 
amarillo y las células GFP negativas se muestran en color rojo, la mayor eficiencia de 
transfección se obtuvo con el reactivo de lipofectamina 2000. 
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Proliferación de queratinocitos transfectados con E7-prototipo y con la variante E7-

C732/C789/G795 de VPH 16. 

El ensayo de viabilidad celular con MTS a las 24 y 48 horas después de la 

transfeccion del vector pEGFPN-1-E7-prototipo y pEGFPN-1-E7-C732/C789/G795 

(figura 2) mostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre los 

diferentes grupos experimentales. Se detectó un ligero incremento en la 

proliferación en queratinocitos transfectados con E7-C732/C789/G795 en relación 

a los transfectados con E7-prototipo a las 24 horas, sin embargo, a las 48 horas la 

proliferación causada por la variante disminuyó en comparación con E7-prototipo 

(figura 8). 

  

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análisis de la proliferación celular en los 
diferentes grupos experimentales. Los queratinocitos fueron 
transfectados con E7-prototipo, E7-C732/C789/G795 o el vector 
pEGFPN1 y la viabilidad celular fue medida a las 24 y 48 horas 
después de la transfección. Los datos se reportaron con media 
y error estándar de tres experimentos independientes por 
triplicado. La prueba t-Student fue utilizada para comparación 
de medias. 
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VI. DISCUSIÓN  

Se sabe que la oncoproteína E7 del VPH 16  tiene un papel importante en la 

regulación de la proliferación celular, E7 degrada a la proteína Rb mediante su 

interacción con el dominio LXXCE; la interacción con pRB  permite un aumento en 

la proliferación celular (Huh et al., 2007).  

Se han reportado variantes del oncogén E7 del VPH 16, sin embargo existen pocos 

estudios donde se evalúe cómo las variantes pueden afectar la función de la 

proteína E7 (Zine et al., 2017). Se ha sugerido que cambios en la expresión o 

estructura de E7 modificarían el proceso de la carcinogénesis cervical; en nuestro 

grupo de trabajo se encontró que la variante C732/C7897G795 del oncogén E7 del 

VPH 16 fue la segunda más frecuente en cáncer cervical después de la E7-prototipo 

en el estado de Guerrero. En este estudio se evaluó la capacidad de la variante 

C732/C7897G795 de modular la proliferación celular en comparación de la E7-

prototipo, utilizando un modelo celular in vitro de queratinocitos primarios (PFK) 

transfectados transitoriamente con la variante y E7 prototipo del oncogén E7 del 

VPH16,  

Los resultados muestran que a las 24 horas después de la transfección hay un 

incremento en la proliferación de queratinocitos transfectados con la variante E7-

/C732/C789/G795, mientras que a las 48 horas hay una disminución de la 

proliferación en comparación con los queratinocitos transfectados con E7-prototipo. 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes 

grupos experimentales. 
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Diversos estudios han evaluado la proliferación celular en células transfectadas 

establemente con E7 del VPH 16. Rabachini et al., 2018 evaluaron la proliferación 

en células tratadas con rapamicina y transfectadas con E7 del VPH 16 durante un 

periodo de 8 días, sus resultados muestran que E7 confiere resistencia a rapamicina 

ya que a partir del cuarto día observan un aumento en la proliferación en 

comparación con las células transfectadas con el vector vacío. Además, en un 

estudio en el que transfectan células con siRNAs para el RNAm, de E7 del VPH 16 

hubo una reducción significativa de la proliferación a las 72 horas de las células 

transfectadas en comparación con el las células transfectadas con el inhibidor 

control (Zhou et al., 2012.). Por otro lado, Puck et al., 2014 determinaron la 

proliferación mediante duplicaciones de poblacionales acumuladas en células HeLa 

transfectadas establemente con un inhibidor de p16, observando una disminución 

de la proliferación a partir del tercer día hasta el día 12 del cultivo. 

Con base a lo reportado en otros estudios, consideramos que una limitante de este 

estudio fue que realizamos transfecciones transitorias de E7-prototipo y de la 

variante E7-C732/C789/G795 por lo anterior, solo se evaluó la proliferación a las 24 

y 48 horas, debido a que las transfecciones transitorias no permiten evaluar el efecto 

celular de la expresión de un gen a periodos prolongados además el gen no se 

integra al genoma de la célula, por lo tanto, se pierde su expresión durante la división 

celular (Kim et al., 2010). Targa et al., 2006 reportan un análisis de plásmidos 

mediante Southern blot a las 24 y 48 horas después de la transfección y demuestran 

que casi el 50 % de plásmidos son degradados. 
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Varios estudios reportan que la secuencia de E7 del VPH 16 tiene una menor 

variación en comparación con otros genes del VPH 16, y sugieren que la 

conservación de la secuencia de E7 del VPH 16 le confiere un mayor potencial 

oncogénico que cualquier otra variante (Safaeian et al., 2010; Mirabello et al., 2017). 

No obstante, es importante mencionar que el aumento o disminución del potencial 

oncogénico de una variante depende de la región de la proteína en la que se 

localícela mutación,  Zine et al., 2017 reportan evidencia bioquímica y biológica de 

que la variante G647 que genera un cambio de asparagina por serina en la posición 

29 de la proteína tiene un mayor potencial oncogénico, debido a que se genera un 

nuevo sitio de fosforilación por CKII, mientras que  la variante S31R disminuye su 

potencial oncogénico en comparación con E7-prototipo debido a que se pierde un 

sitio de fosforilación. 

La variante E7-C732/C789/G795 presenta tres mutaciones sinónimas que no 

generan cambios de aminoácido en la secuencia de la proteína, sin embargo, las 

mutaciones sinónimas tienen un impacto en la expresión de genes, ya que un 

cambio en un solo nucleótido del RNAm puede afectar su estructura secundaria.  

En un análisis in silico realizado por nuestro grupo de trabajo sobre la estructura 

secundaria del RNAm de E7 y sus variantes, se encontró que la variante E7-

C732/C789/G795 mostró un mayor número de cambios y modificaciones en el 

multiloop principal en comparación con el RNAm de E7-prototipo, se observaron 

nuevos enlaces a lo largo de la estructura del mensajero y la pérdida de algunos 

enlaces en el extremo 5´de la variante.  Cambios en la estructura secundaria del 

RNAm pueden modificar el splicing y su estabilidad, la velocidad de traducción, 

plegamiento y función de las proteínas, lo que tiene como consecuencia cambios 

en los diferentes procesos celulares en los que participa la oncoproteína E7 (Chaney 

et al., 2015; Bali et al., 2015; O` Brien et al. 2014). Por otro lado, se ha reportado 

que el uso de codones del VPH es diferente al uso de codones de la célula 

hospedera, y que esto se puede deber a una evolución del VPH para evadir la 

respuesta inmune (Sánchez et al., 2015). 
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Liu et al., 2010 realizaron una optimización in vitro de codones del ARNm de E7 del 

VPH 16 la optimización se realizó y reportan un incremento en los niveles de 

expresión de la proteína, por lo que a pesar de que la variante E7-C732/C789/G795 

no genera cambio de aminoácido a nivel de proteína sería importante evaluar si por 

cualquiera de los mecanismos mencionados anteriormente esta variante podría 

generar cambios en el nivel de expresión de la proteína y por tanto alterar procesos 

celulares como la proliferación.  

Los resultados de este estudio no son suficientes para determinar si la variante E7-

C732/C789/G795 tiene un potencial oncogénico diferente a E7-prototipo, se 

requieren estudios donde se evalúen diferentes vías mediante las cuales se regule 

la proliferación, así como metodologías con mayor especificidad que evalúen 

cambios en la proliferación debido a que los ensayos de viabilidad usados para este 

estudio son una metodología indirecta para determinar proliferación celular ya que 

mide un aumento en la actividad enzimática en un grupo de células, lo que podría 

indicar un mayor número de células debido a la proliferación o podría reflejar un 

aumento en la actividad metabólica de las células no proliferativas (Romar et al., 

2016). 

Se propone como perspectivas del trabajo realizar transfecciones estables que 

permitan evaluar la proliferación celular en tiempos prolongados, realizar la 

medición de proliferación por diferentes métodos y analizar las diferentes vías 

mediante las cuales se regula la proliferación. Y así sugerir si la variante 

E7C732/C789/G795 induce una mayor proliferación en comparación con la E7-

prototipo. 
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VII. CONCLUSIÓN  

Se observó una tendencia de disminuir la proliferación a las 48 horas en 

queratinocitos transfectados transitoriamente con la variante E7-C732/C789/G795. 
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