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RESUMEN 
 
Antecedentes. La oncoproteína E6 del virus de papiloma humano de alto riesgo tipo 

16 (VPH-16) altera la proliferación celular, la apoptosis y la regulación transcripcional 

de varios genes a través de la unión con proteínas celulares como E6AP, p53, Bax y 

caspasa 8. Se ha descrito que E6 puede unirse y degradar a p53 favoreciendo la 

proliferación celular e inhibiendo la muerte celular. Así mismo, se ha reportado que 

los cambios estructurales en la oncoproteína E6 de las variantes del VPH-16 son 

suficientes para regular diferencialmente el crecimiento celular, por lo tanto, en este 

trabajo se evalúo la proliferación y supervivencia celular en células HaCaT 

transfectadas con la oncoproteína E6 de la variante E-G350 del VPH-16 en 

comparación con la variante E-Prototipo (E-P) bajo el tratamiento con cisplatino y 

radiación ionizante. Materiales y Métodos. Las células HaCaT fueron transfectadas 

establemente con el vector de expresión pEGFP-N1 que contiene el gen E6 de la 

variante E-G350 y E-P del VPH-16. Las células transfectadas establemente fueron 

tratadas con cisplatino durante 24, 48 y 72 horas (hrs) y con diferentes dosis de 

rayos X. La proliferación se determinó por ensayos con MTT y la supervivencia 

celular  fue evaluada por ensayos clonogénicos. La diferencia de las medias entre los 

grupos se determinó por la prueba de ANOVA considerando un valor de p<0.05 

como significativo. Resultados. Después del tratamiento con 10μM de cisplatino por 

24hrs la proliferación celular disminuyó en un 29% en las células con la variante E-

G350 con respecto a su control, mientras que en las E-P fue del 39%. El ensayo 

clonogénico revelo que las células que expresan E6 de la variante E-G350 fueron 

más sensibles a la radiación (FS=0.67 a 2 Gy) que las células con la variante 

prototipo de E6 (FS=0.81 a 2 Gy). Conclusiones. Las células que expresan la 

variante E-G350 de E6 del VPH-16 presentan una mayor resistencia a agentes 

quimioterapéuticos como el cisplatino pero muestran una mayor sensibilidad a la 

radioterapia comparada con las células que expresan la variante E-P. 

 

Palabras clave: Proliferación, supervivencia, quimioterapia, radioterapia, cáncer 

cervical, variantes VPH.  
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ABSTRACT 
 

Background. E6 oncoprotein of HPV-16 alters cell proliferation, apoptosis, and the 

transcriptional regulation of several genes by binding to cellular proteins as E6AP, 

p53, Bax and caspase-8. Have been reported to E6 can bind and degrade p53 

promoting cell proliferation and inhibiting cell death. Also, it has been reported that 

structural changes in the E6 oncoprotein of the variants of HPV-16 are sufficient to 

differentially regulate cell growth, therefore, in this work cell proliferation and survival 

in cells was evaluated in HaCaT cells transfected with the oncoprotein E6 variant E-

G350 HPV-16 compared to the E-Prototype (E-P) variant under treatment with 

cisplatin and ionizing radiation. Materials and Methods. HaCaT cells were stably 

transfected with the expression vector pEGFP-N1 containing the E6 gene of  variant 

E-G350 and E-P HPV-16. Cells were treated with cisplatin for 24, 48 and 72 hours 

(h), and doses of X-ray. Proliferation of cisplatin-treated cells was determined by 

testing MTT and cell survival post-irradiation was assessed by clonogenic assays. 

The mean difference between groups were determined by ANOVA considering a 

value of p <0.05 as significant. Results. After treatment with cisplatin 10μM by 24hrs 

cell proliferation was decreased only by 29% in cells expresing variant E-G350 with 

respect to control, while in E-P was 39%. Clonogenic assay revealed that cells 

expressing E6 variant prototype E-G350 were more sensitivies to radiation (SF = 0.67 

to 2 Gy) that the prototype E6 (SF = 0.81 to 2 Gy) variant cells. Conclusions. Cells 

expressing the E-G350 HPV-16 E6 variant have an increased resistance to 

chemotherapeutic agents as cisplatin but they are more sensitive to radiotherapy 

compared to cells expressing E-P variant. 

 

 

Keywords: Proliferation, survival, chemotherapy, radiotherapy, cervical cancer, HPV 

variants. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La oncoproteína E6 del virus de papiloma humano de alto riesgo tipo 16 (VPH-AR 

16) tiene 151 aminoácidos, en su estructura presenta dos dedos de zinc con dominio 

C-X-X-C altamente conservados implicados en su función oncogénica (Münger et al., 

2004; Wise-Draper & Wells, 2008). La oncoproteína E6 de VPH-AR se une a 

proteínas como p53, Bax, E6AP, Paxilina, TNFR1, caspasa 8, hDlg, p300/CBP, 

hTERT y otros blancos celulares, permitiendo de esta forma alterar la proliferación 

celular, interrumpir o inhibir la apoptosis, regular la transcripción viral, abatir la 

diferenciación celular, alterar las interacciones célula-célula e incrementar la 

inestabilidad cromosómica (Lizano et al., 2009; Moody & Laimins, 2010). La función 

transformante de E6 del VPH-AR involucra la degradación del supresor de tumor p53 

por asociación con la ubiquitin ligasa E6AP. La inactivación de p53 por E6 conduce a 

la alteración de la apoptosis, arresto del ciclo celular, senescencia y diferenciación 

celular. E6 también se une directamente a p53 en el citoplasma secuestrándolo e 

impidiendo su translocación al núcleo, suprimiendo la transcripción de genes blancos 

como p21, BAX, PUMA, NOXA; GADD45 y PCNA (Mantovani y Banks 2001; 

Vaeteewoottacharn et al., 2005; Joerger & Fersht, 2008). 

E6 suele afectar la proliferación celular activando la telomerasa, esta es una 

ribonucleoproteína con función enzimática, importante para el mantenimiento de las 

estructuras teloméricas contenidas al final de los cromosomas. La actividad de la 

subunidad catalítica de la transcriptasa reversa de la telomerasa (hTERT), se 

presenta en más del 90% de las células inmortalizadas y cancerosas, pero está 

ausente en las células somáticas normales. La oncoproteína E6, es capaz de inducir 

la transcripción y la activación de hTERT, por un mecanismo que aún no ha sido 

completamente dilucidado, pero se ha propuesto esta mediado por la degradación de 

NEX1-91 (represor del promotor de hTERT), la cual es inducida por E6 al unirse con 

la proteína E6AP (Gewin et al., 2004; Xu et al., 2008; Ganguly y Parihar, 2009). 

Mediante el análisis de la secuencia del gen E6 de VPH-16 se han establecido 

variantes que difieren en menos del 2% en la secuencia de ADN, agrupándolas en 6 

ramas filogenéticas de acuerdo a su distribución geográfica y en función de cambios 
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de nucleótidos clave: Europea (E), Asiática (As), Asiática-Americana (AA), Africana-1 

(Af-1), Africana-2 (Af-2) y Norte-Americana-1 (NA-1) (Yamada et al., 1997, Huertas-

Salgado, et al., 2011).  

En México se han realizado algunos estudios epidemiológicos sobre variantes de 

VPH-16, Berumen et al., (2001) realizaron un estudio de 181 casos de mujeres con 

cáncer y 181 controles, encontrando con mayor frecuencia la variante E-G350 

(23.8%), seguida de la AA (23.2%). Illades-Aguiar et al., (2010) en un estudio 

realizado en el estado de Guerrero encontraron con más frecuencia la variante 

Europea-Prototipo en muestras con cáncer cervical invasivo 66.6% seguido por las 

variantes AA 33.4%. Recientemente en un estudio realizado por Ortiz-Ortiz, et al., 

(2015) estableció la distribución de las variantes de E6 del VPH-16 en lesiones 

escamosas intraepiteliales y en cáncer cervical, encontrando la variante E-G350 más 

frecuente en lesiones de bajo grado (45.5%) y en cáncer cervical (36.8%). 

Respecto al potencial oncogénico que presentan las variaciones intratípicas del 

VPH16, se ha reportado que la variante E-G350 muestra un factor de riesgo adicional 

para la persistencia de la infección y progresión citológica de NIC 2/3 a carcinoma de 

células escamosas (Zehbe et al., 1998; Xi, L.F., et al., 2007). Así mismo se ha 

documentado que dicha variante favorece la vía de señalización de las MAPK y 

regula diferencialmente la tumorigenesis por la vía de Notch (Chakrabarti et al., 

2004). Es importante señalar que la variante E-G350 presenta un cambio de 

nucleótido de timina por guanina en la posición 350 con respecto a la variante E-P, 

mientras que en la proteína genera un cambio de aminoácido de leucina por valina 

en la posición 83 (LV83), lo cual puede estar favoreciendo su potencial oncogénico.  

Zehbe et al., (2009) reportaron que las variantes de E6 del VPH-16 (Prototipo, L83V, 

R10V/L83V y Q14H/H78Y/L83V) presenta diferente potencial oncogénico. Cuando se 

midieron los niveles de apoptosis la variante Prototipo y L83V mostró una resistencia 

a la apoptosis respecto al control de transfección, mientras que en las variantes 

R10V/L83V y Q14H/H78Y/L83V  la apoptosis por anoikis se vio favorecida en un 

50%.  
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El tratamiento de primera línea en las etapas localmente avanzadas (IB2-IIA2-IVA 

FIGO) del cáncer cervical es la quimio-radioterapia concomitante (Montalvo, E G., et 

al., 2011). El cisplatino es el principal fármaco anticancerígeno usado en la 

quimioterapia, el cual induce arresto del ciclo celular y apoptosis en las células 

tumorales. Por otra parte la radioterapia consiste en el uso de radiación ionizante 

(rayos X) para destruir las células cancerosas y por ende disminuir el tamaño del 

tumor (Sakamoto-Hojo, E. T., et al., 2005). Sin embargo, el daño originado por la 

radiación ionizante en las células cancerosas puede ser reparado por recombinación 

homóloga (HR) y unión de extremos no homólogos (NHEJ), contribuyendo de esta 

forma a la radio-resistencia (Hefferin & Tomkinson, 2005).  

En un estudio in vitro realizado por Liu, et al., (2008) en la línea celular HeLa 

encontraron que el cisplatino induce apoptosis de manera dependiente de la dosis y 

del tiempo de exposición a la droga, así mismo reportaron una disminución en la 

expresión de E6 y la restauración de la función de p53, p21 y Bax.  

Cetina, L. et al., en el 2006 reportaron que en una población de 294 pacientes con 

cáncer cervical que recibieron radiación y cisplatino, 243 (83%) de los pacientes 

respondió completamente al tratamiento, mientras que en 51(17%) pacientes se 

observó una resistencia al tratamiento; sugiriendo que aun después del tratamiento 

las células tumorales sobreviven y continúan proliferando. En otros estudios se ha 

reportado un aumento de las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs), en los 

procesos de resistencia a apoptosis por tratamiento con cisplatino. Así mismo se 

demostró que las oncoproteínas E6 y E7 del VPH-16 regulan la expresión del gen c-

IAP2 vía NF-kB, confiriendo resistencia a la apoptosis (James, MA., et al., 2006). 

Por otro lado, Hampson, L., et al., 2001, reportaron que niveles altos de expresión de 

E6 facilitan la expresión de la proteína ERCC1 implicada en la reparación por unión 

de extremos no homólogos, en condiciones de hipoxia favoreciendo de esta manera 

la radioresistencia. El tratamiento combinado de quimio-radioterapia o por separado 

es la modalidad estándar y más efectiva para la terapia en pacientes con cáncer 

cervical. No obstante se ha reportado que las pacientes de cáncer cervical que 

presentan un tipo de VPH-16, muestran una resistencia al tratamiento de 
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quimioterapia y radioterapia en comparación con otro tipo viral, así mismo 

suponemos que la resistencia de los tumores también pudiera deberse a la presencia 

de las variantes de VPH-16 en el tumor. En este trabajo pretendemos evaluar el 

efecto citotóxico del cisplatino y los rayos X sobre la proliferación y supervivencia 

celular en células HaCaT transfectadas con E6 VPH-16 de la variante E-G350, con lo 

cual se contribuirá a conocer alguno de los mecanismos por los cuales esta variante 

es mas oncogénica y sugerir una posible explicación a la resistencia a la quimio-

radioterapia en los tumores. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo celular 

La línea celular HaCaT (queratinocitos inmortalizados no tumorigénicos) fue cultivada 

en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% de suero 

fetal bovino y 1% de penicilina/estreptomicina. Los cultivos se incubaron a 37°C en 

un ambiente húmedo con 5% de CO2. Las células transfectadas con el plásmido p-

EGFP-N1 (acceso GenBank #U55762) (figura 1), con la secuencia clonada de E6 

VPH-16 E-G350 y E-P fueron cultivadas bajo las mismas condiciones más 5mg/ml 

del antibiótico de selección G418. Como control de transfección se utilizaron células 

HaCaT transfectadas solo con el plásmido p-EGFP-N1 (Mock).  

 

Figura 1. Mapa del vector pEGFP-N1.  En el sitio de restricción múltiple (MCS) fue clonado el gen E6 
del VPH-16 variante E-P y EG350. Se corto con las enzimas HindIII y BamHI. 
 

Ensayos de proliferación con MTT  

5,000 células fueron sembradas en placas de 96 pozos, se incubaron toda la noche y 

al día siguiente se agregó el tratamiento con cisplatino (ZURIDRY), el cual fue diluido 

en medio DMEM a una concentración final de 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 µM, las 

placas se incubaron durante 24, 48 y 72hrs a 37°C en un ambiente con 5% de 

dióxido de carbono (CO2). Posteriormente, se evaluó la proliferación por ensayo MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma]. Para este 
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ensayo 5 miligramos (mg) de MTT fue diluido en 1ml de PBS1X estéril y 

posteriormente se realizó una dilución 1:10 en DMEM basal, el cual fue añadido a 

cada pozo. Las células se incubaron por 4 hrs y se añadió dimetil-sulfoxido (DMSO, 

Sigma) para solubilizar los cristales de formazán. La densidad óptica (DO) de cada 

pozo fue leída a 570 nm en el espectrofotómetro de microplacas EpochTM (Biotek) El 

porcentaje de proliferación fue calculado con la siguiente fórmula: (DO de grupo 

tx/DO grupo ctrl) x 100 (Mosmann, T., 1983). 

Ensayo clonogénico 

Para determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50) de radiación se sembraron 

1X106 células en frascos de cultivo de 25 cm2, se incubaron toda la noche y al día 

siguiente fueron radiadas con 2, 4, 6, y 8 Gy de rayos X en el acelerador lineal Varian 

600C (6 MV), usando un campo de 10 x10cm; como control se utilizaron cultivos de 

células no irradiadas. Después de la radiación se añadió medio DMEM nuevo y se 

incubaron por 24 hrs a 37°C.Posteriormente, las células irradiadas y no irradiadas (0 

Gy) fueron tripsinizadas. Mediante la técnica con azul de tripano se determinó la 

viabilidad celular y a partir del conteo de las células irradiadas se sembraron 2,000 

células viables por pozo en placas de 6 pozos y de su contraparte sin tratamiento. 

Después de 15 días de incubación en medio de cultivo completo las colonias 

formadas fueron fijadas con metanol-ácido acético 7:1 v/v y teñidas con cristal de 

violeta al 1%. Las colonias con 50 células o más se consideraron como 

sobrevivientes clonogénicos. La fracción de supervivencia se calculó con la 

normalización de la eficiencia de la formación de colonias de las células control (sin 

radiación). A partir del conteo de colonias de cada pozo se calculó la fracción de 

supervivencia con la siguiente fórmula: 
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Donde FS es la fracción sobreviviente, es decir, el número de colonias que crecen 

después del tratamiento de las células (Franken, N.A.D., et al., 2006).  

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el paquete estadístico STATA versión 12.0. Los 

valores de los grupos se representan como media ± desviaciones estándar, para la 

comparación de las diferencias entre los grupos se utilizó la prueba de ANOVA, 

considerando un valor de p<0.05 como significativo. 
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RESULTADOS 

Efecto del cisplatino sobre la proliferación celular 

Para evaluar la capacidad anti-proliferativa del cisplatino sobre las células HaCaT se 

realizaron ensayos MTT. Las células HaCaT fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de cisplatino por 24, 48 y 72hrs. Como se observa en la figura 2 A) 

la disminución de la proliferación celular después del tratamiento con cisplatino es 

dependiente de la dosis y el tiempo de exposición del cisplatino. Se determinó la 

IC50 obteniendo un 49% de proliferación celular a 24hrs, 23% a 48hrs y 10% a 72hrs 

en las células tratadas con 10 μM de cisplatino con respecto al control no tratado.  

Posteriormente se realizaron ensayos MTT bajo las mismas condiciones en las 

células HaCaT transfectadas solo con el vector (Mock), para verificar el efecto del 

cisplatino sobre el crecimiento celular y descartar un efecto de la transfección del 

vector. En este experimento se observó que el comportamiento de la curva dosis-

respuesta curso-temporal es similar a las HaCaT sin transfectar. El porcentaje de 

proliferación celular a 10μM fue de 57% a 24hrs, 21% a 48hrs y 14% a 72hrs (figura 

2 B).  

Con base a los resultados se decidió realizar los ensayos de proliferación en las 

células transfectadas con el gen E6 del VPH-16 de la variante E-P y la variante E-

G350 utilizando solo la IC50 (10 μM) del cisplatino determinada previamente. En las 

células E-P se observó una proliferación del 61%, 13% y 9% a 24, 48 y 72hrs 

respectivamente, observando en las primeras 24hrs una inhibición del crecimiento 

celular del 40%, sin embargo, a 48 y 72 hrs hubo una significativa citotoxicidad 

(figura 3 A). 

De manera interesante, en las células transfectadas con la variante E-G350 E6 VHP-

16, la proliferación fue de 71%, 47%, 28% a 24, 48 y 72 hrs respectivamente con 

10μM de cisplatino. Indicando que las células E-G350 requieren de una dosis mayor 

de cisplatino para lograr inhibir la población celular a un 50%, en comparación con la 

variante E-P. Estos resultados sugieren que la presencia del oncogén E6 en estas 
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células aumenta la capacidad de proliferar aun cuando son expuestas a un agente 

anti-proliferativo como el cisplatino (figura 3 B). 

                   

 
Figura 2. Efecto del cisplatino sobre la proliferación en células HaCaT. A) y B) Curva de 
crecimiento de las células HaCaT y las transfectadas solo con el plásmido pEGFP-N1, expuestas 
a diferentes concentraciones de cisplatino durante 24, 48 y 72hrs determinado por ensayo MTT. 
La IC50 de cisplatino a 24hrs es 10μM en las HaCaT. Se muestra la media de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado ± desviación estándar. * p<0.05 

A) 

B) 
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  B) 

 
Figura 3. Efecto del cisplatino sobre la proliferación en las células transfectadas con E6 del 
VPH16. A) En las células transfectadas con la variante E-P E6 VPH-16 a 24hrs con 10μM del 
quimioterapéutico hay una proliferación del 61%, mientras que a 48 y 72 hrs notoriamente hay una 
disminución de la población. B) En las transfectadas con la variante E-G350 E6 VPH-16, a una 
concentración de 10μM existe un aumento en la proliferación celular del 21% y del 10% respecto a 
las HaCaT y la E-P. Se muestra la media de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado ± desviación estándar. * p<0.05  
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Efecto de la radiación sobre la supervivencia celular 

La supervivencia o clonogenicidad post-irradiación fue evaluada mediante ensayos 

clonogénicos. Los cultivos celulares fueron expuestos a 2, 4, 6, y 8 Gy de radiación. 

La fracción de sobrevivencia de las células HaCaT y Mock disminuyó al aumentar la 

dosis de radiación. El comportamiento de la curva de supervivencia demuestra que 

estas células son sensibles a la radiación (figura 4). No obstante, a 6 y 8 Gy de 

radiación el crecimiento de colonias fue escaso y por ello; para los ensayos 

clonogénicos con las células transfectadas decidimos usar 2 y 4 Gy de radiación, 

para realizar las comparaciones de la fracción de sobrevivencia se tomó como IC50 2 

Gy (FS=0.59 en las HaCaT sin transfectar) (figura 4). 

El ensayo clonogénico de las células transfectadas con la variante E-P y E-G350 de 

E6, reveló que la supervivencia de las células irradiadas disminuyó 

considerablemente cuando fueron irradiadas con 4 Gy dándonos un valor de la FS de 

0.2 y 0.1 respectivamente. No obstante cuando la dosis de radiación aplicada fue de 

2Gy en las E-P hubo más sobrevivientes clonogénicos (FS=0.81) que en las células 

E-G350 (FS=0.67), sin embargo, cuando analizamos de manera conjunta las curvas 

de las células transfectadas, las HaCaT y el control de transfección, podemos ver 

que tanto las HaCaT como las Mock que no tiene E6 se comportan de manera similar 

mientras que las transfectadas con las variantes de E6 siguen otro comportamiento, 

aumentando la sensibilidad a 4 Gy de rayos X (Figura 5). 
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Figura 4. Curva de sobrevivencia. El efecto de la radioterapia sobre las células HaCaT y Mock es 
notorio debido a que disminuye la fracción de sobrevivencia al aumentar la radiación y disminuye la 
capacidad de formar colonias en la caja. La SF para las HaCaT fue de 0.59 a 2 Gy, 0.01 a 8Gy, para 
las mock fue 0.63 y 0.04 respectivamente. Se muestra la media de la fracción de sobrevivencia ± la 
desviación estandar de un experimento representativo 
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Figura 5. Determinación de la sobrevivencia celular. A), B), C) y D) Se observan las curvas de los 
esayos clonogenicos de las HaCaT, Mock, E-P, E-G350, con 2 y 4 Gy de radiacion respectivamente. E) 
Se representan de manera conjunta todas las de los paneles anteriores. Las E-G350 son más 
radiosensibles que las E-P; tal vez por la presencia de la variante de E6, mientras que las células sin 
presencia de E6 exiben una radioresistencia a 4 Gy. Se muestran las medias de la fracción de 
sobrevivencia ± la desviación estandar de un experimento representativo. 
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DISCUSIÓN y CONCLUSIONES 

En este estudio determinamos el papel de la oncoproteína E6 de las variantes E-P y 

E-G350 del E6 VPH-16, en la proliferación y sobrevivencia celular en respuesta a 

quimioterapia y radioterapia. Cabe destacar que estas variantes de E6 usadas en el 

estudio fueron aisladas a partir de lesiones escamosas intraepiteliales de pacientes 

guerrerenses.  

Se ha reportado ampliamente que las oncoproteínas E6 y E7 del VPH-AR están 

implicadas en el desarrollo de carcinoma cervical. E6 interacciona principalmente con 

p53 e induce su degradación en el proteasoma vía ubiquitinación. La proteína p53 es 

muy importante para la célula ya que se activa cuando existe daño al ADN y envía 

señales para activar los mecanismos de reparación e inducir a las células a arresto 

celular o si el daño es irreparable inducir apoptosis (Münger et al., 2004; Joerger y 

Fersht, 2008). 

En este estudio, los cuatro grupos de células (HaCaT, Mock, E-P y E-G350) fueron 

expuestas con cisplatino y rayos x, ambos agentes antitumorales que generan daño 

en el ADN, conduciendo finalmente a muerte celular. Cuando se midió la proliferación 

celular posterior al tratamiento con cisplatino (10μM por 24 hrs), las células 

transfectadas con el oncogén E6 de la variante E-P del VPH-16 aumentan la 

proliferación celular 4% con respecto al control de transfección, sin embargo cuando 

el tratamiento se prolongó por 48 y 72hrs se encontró cerca del 90% de citotoxicidad. 

Esto pudiera deberse de acuerdo a lo reportado por Liu et al., (2008) a que el 

cisplatino suprime los niveles de E6 y por otra parte restaura los niveles de p53, 

favoreciendo la apoptosis. No obstante, con la variante E-G350 de E6 del VPH-16 

que solo presenta un cambio de nucleótido de timina por guanina en la posición 350 

respecto a la variante E-P, la proliferación se vio favorecida en un 22% y 13% en 

comparación con las HaCaT y Mock a 24hrs post-tratamiento con cisplatino. 

Sugiriendo una resistencia al tratamiento con cisplatino, lo cual, puede explicarse por 

el cambio de aminoácido de leucina por valina en la posición 83 de la oncoproteína 

E6. Se ha reportado que este solo cambio de L83V favorece la vía de señalización 

de las MAPK y regula diferencialmente la tumorigenesis por la vía de Notch 
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(Chakrabarti et al., 2004). Además esto pudiera explicarse por la degradación que 

sufre p53 inducida por E6. Sabemos que el cisplatino induce daño al ADN, debido a 

que se intercala en las bases nitrogenadas generando aductos en el ADN y en 

algunas proteínas. Ante este panorama se activa p53 enviando señales para que 

ocurra la reparación del ADN y si el daño es irreparable las células se envían a 

apoptosis por la vía intrínseca (Sakamoto-Hojo, E. T., et al., 2005; Wise-Draper y 

Wells, 2008). Sin embargo, por la presencia de la variante E-G350 de E6 del VPH-16 

podemos inferir que hay una degradación o disminución de p53, por lo tanto no 

existe una respuesta al daño en el ADN originado por el cisplatino y las células 

continúan proliferando.  

En cuanto a la sobrevivencia celular determinada por ensayos clonogénicos 

observamos que las células transfectadas con el oncogén E6 de la variante E-P del 

VPH-16 radiadas con 2 Gy tuvieron la capacidad de formar colonias a partir de una 

clona, lo que representa el 80% de supervivencia (FS=0.8), no fue así con 4Gy ya 

que hubo un 20% (FS=0.2) de sobrevivientes clonogénicos. Por lo tanto, en estas 

células que expresan la oncoproteína E6 de la variante Prototipo podemos inferir que 

a 2 Gy existe una resistencia a la radioterapia. Esta observación es importante 

porque la dosis clínica de radioterapia para cáncer cervical es de 2 Gy. Estos 

hallazgos concuerdan con lo reportado por Ferdousi et al., (2010) en una población 

de pacientes con cáncer cervical, en la cual reportó una respuesta pobre a la 

radioterapia en las pacientes que presentaban VHP-16. Por otro lado, en cultivos de 

células HeLa (VPH-18) estimuladas con 2.0 μM de artemisina (agente antimalarico) 

por 24hrs previo a la radiación, se observó un incremento en la radiosensibilidad 

(disminución de supervivientes clonogénicos) en comparación con la radiación sola; 

en tanto que en la línea celular SiHa (VPH-16) aun después del tratamiento 

combinado (artemisina 2.5 μM + 2, 4 y 6 Gy de radiación), se observó una 

radioresistencia, lo cual se relacionó con una disminución en la apoptosis(14.35% a 2 

Gy y 33.67% a 6 Gy) (Lou et al., 2014).  

En base a los resultados obtenidos con el cisplatino en las células con la variante E-

G350 del VPH-16, suponíamos que también serían resistentes a la radiación, sin 
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embargo, sorprendentemente las células fueron sensibles a los rayos X, ya que a 2 

Gy los sobrevivientes clonogénicos fueron del 67%(FS=0.67) y a 4 Gy del 

17%(FS=0.17), comportándose de manera similar a las HaCaT y las tranfectadas 

solo con el vector (Mock), lo que pudiera sugerir que la variante E-G350 (L83V) de 

E6 del VPH-16 no está implicada en la radioresistencia bajo estas condiciones 

experimentales. En contraste a estos resultados Sichero et al., en el 2012 reportaron 

que los cultivos primarios de queratinocitos transfectados con la variante E-G350 de 

E6 tenían la capacidad de sobrevivir hasta 30 pases y así mismo formar colonias, en 

comparación a los cultivos primarios parenterales y los transfectados con solo el 

vector (pLXSN). Por otro lado, se ha reportado que la expresión de la oncoproteína 

E6 del VPH-16 puede regular la respuesta a la radioterapia mediante la inactivación 

inapropiada de los mecanismos de reparación del ADN (Hampson, L., et al., 2001). 

De manera preliminar evaluamos los niveles de apoptosis en la variante E-P pos-

tratamiento con cisplatino (10μM por 24hrs) por citometria de flujo empleando la 

técnica de Anexina V, encontrando que la mayoría de la población (27%) tuvo la 

marca Anexina-/IP+ (necrosis), el 16% se marcó como Anexina+/IP+ (apoptosis 

tardía) y un 6% se tiño con Anexina+/IP- (apoptosis tardía) (datos no mostrados). Por 

lo cual suponemos que gran parte de las células que se mueren después del 

tratamiento con cisplatino se mueren por apoptosis y que esta pudiera variar 

dependiendo de la variante del VPH-16 que se exprese en la células infectadas. 

En conclusión, las células HaCaT que expresan la oncoproteína E6 de la variante E-

G350 del VPH16 son más resistentes al tratamiento con cisplatino que las células 

que expresan la oncoproteína E6 de la variante E-P. Estos resultados apoyan la 

evidencia epidemiológica reportada en nuestra población, donde la variante E-G350 

del VPH16 se encuentra con mayor frecuencia en casos de cáncer (Ortiz-Ortiz, et al., 

2015). Por otro lado, la resistencia y sensibilidad a la radiación en las células E-P y 

E-G350 respectivamente, se atribuye por la presencia de la variante de E6 del VPH-

16. Lo que nos lleva a confirmar una vez más que las variantes presentan diferente 

potencial oncogénico y es por ello que sugerimos que el tratamiento de quimio y 
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radioterapia en las pacientes con cáncer cervical debe ser personalizado, tomando 

en cuenta la variante de E6 del VPH-16 presente en el tumor. 

Perspectivas: 

Con estos resultados mostramos que existe una capacidad de las células por 

proliferar aun después de haber recibido un agente antitumoral, lo cual nos indica 

una resistencia a la muerte celular, por ello, es importante determinar la muerte 

celular por apoptosis. 
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