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Resumen 

Introducción: El cáncer cérvicouterino (CaCU) es la tercera neoplasia más común 

entre mujeres, cuyo agente causal es el virus de papiloma humano (VPH), los VPH 

16 y 18 son asociados con mayor frecuencia a esta neoplasia maligna. La integración 

viral es un mecanismo trascendental en la transformación celular; para identificar la 

integración viral existen actualmente diferentes métodos, sin que se tenga hasta 

ahora un método confiable al 100%. Un papel determinante en el proceso 

carcinogénico es el papel que desempeñan las oncoproteinas virales, las cuales 

además de desregular el ciclo celular inhibiendo a proteínas importantes como p53 y 

pRb, están involucradas en alterar la expresión de componentes de la maquinaria 

epigénetica celular, tales como las DNA metiltransferasas. Objetivo: Comparar la 

concordancia entre tres métodos para determinar integración de VPH-AR y evaluar el 

efecto que tiene la oncoproteína E6 de variantes de VPH 16 en la expresión de DNA 

metltransferasas y metilación de genes celulares Métodos: Se analizaron muestras 

exoendocervicales de 39 mujeres sin lesión escamosa intraepitelial (LEI) y de 102 

con LEI de bajo grado (LEIBG), y biopsias de 13 mujeres con LEI de alto grado 

(LEIAG) y 33 con CaCU, a las que se les determinó el estado físico viral por 

hiridación in situ (HIS) con amplificación por tiramida, por la proporción E2/E6 

utilizando qPCR y por metilación del gen L1 usando secuenciación posterior a PCR 

sensible a metilación para 12 sitios CpG en VPH 16 y 18 sitios en VPH 18. La 

concordancia entre los métodos fue realizada por el cálculo de porcentajes de 

concordancia positivos. Así también, se valoró la expresión de DNA metiltransferasas 

y metilación en genes supresores de tumor en células C33-A transfectadas con E6 

de variantes de VPH 16. Resultados: Los porcentajes de concordancia fueron de 

96.1% entre qPCR y la HIS, y de 76.7% entre la metilación en el gen L1 y qPCR. Se 

encontró mayor riesgo de desarrollar cáncer cuando se encuentran metilados los 

sitios 5617 y 5926 de VPH 16 (OR=42.5; IC95%: 4.7-1861 y OR=19.7; IC95%: 2.4-

876, respectivamente). Se observó incremento en la metilación en L1 conforme 

progresa la lesión y que las variantes E6 del VPH16 modulan diferencialmente la 

expresión de DNA metiltransferasas. No se observó efecto en la metilación de lo 

genes CDKN2A, CALCA, THBS1, VAV3 y RARβ. Conclusiones: La metilación del 

gen L1 del VPH 16 incrementa conforme progresa la lesión. Existe metilación sitio 

específica para VPH 16 que se asocia con el desarrollo de cáncer. La HIS y, qPCR y 

metilación de L1 presentaron buena concordancia entre si. Se comprobó que las 

variantes de E6 del VPH 16 modulan diferencialmente la expresión de DNA 

metiltransferasas. 

 

Palabras clave: HPV-AR, CaCU, integración viral, HIS, RT-qPCR, Metilación L1 
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Introducción 

El cáncer cérvicouterino (CaCU) es la tercera neoplasia más común entre 

mujeres de todo el mundo con un estimado de 527,624 nuevos casos y 265,653 

muertes en 2008(Ferlay et al., 2010). En México, del 2000 al 2006 se observó una  

disminución del 6% en la tasa de mortalidad anual por CaCU (Caro-Lozano y 

Zúñiga-Carrasco, 2009). En 2012, se detectaron 13,960 nuevos casos de CaCU y 

4,769 murieron a causa de esta enfermedad (Calleja-Macias et al., 2004). En el 

estado de Guerrero, en el 2013, se reportó una tasa de mortalidad de 10.3 por 

cada 100,000 mujeres 

(http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/12950/MortalidadCaMa2000a

2013.pdf accesada el 22-05-2016).  

El desarrollo del CaCU es un proceso multifactorial, en el cual están 

involucrados diferentes factores de riesgo como la edad, el inicio de relaciones 

sexuales antes de los 18 años, antecedentes de enfermedades de transmisión 

sexual, múltiples parejas sexuales, tabaquismo, desnutrición, deficiencia de 

antioxidantes, inmunodeficiencia y el elemento más importante es la infección 

cervical con virus del papiloma humano de alto riesgo ocogénico (VPH-AR) 

(Chavaro-Vicuña et al., 2009)  El VPH es un virus de DNA de doble cadena que 

infecta células epiteliales de la piel y mucosas, es el agente causal del CaCU e 

infecciones anogenitales; además ha sido detectado en tumores extragenitales 

como oral, esófago, laringe y pulmón (Amarante and Watanabe, 2009). Los virus 

que infectan mucosa genital pueden ser divididos en VPH-AR, que incluyen a 

VPH16, 18, 31 entre otros, que están asociados al CaCU; y los VPH de bajo riesgo 

(VPH-BR) que incluyen al VPH6 y 11 que infectan el epitelio genital, pero en muy 

raras ocasiones son detectados en neoplasias (Bodily and Laimins, 2011).  

Las diferencias en la secuencia genómica del VPH son útiles para definir tipos, 

subtipos y variantes. Si la diferencia es entre un 2 y 10% en relación a la secuencia 

genómica del VPH16 prototipo (NC_001526.2), se considera como subtipo, si la 

diferencia es entre el 0 y 2% entonces se denomina variante (de Villiers et al., 

2004). Datos moleculares y epidemiológicos sugieren que las variantes del mismo 

http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/12950/MortalidadCaMa2000a2013.pdf%20accesada%20el%2022-05-2016
http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/12950/MortalidadCaMa2000a2013.pdf%20accesada%20el%2022-05-2016
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tipo viral son biológicamente distintas y pueden conferir riesgos patogénicos 

diferenciales. También se ha visto que la distribución de estas variantes es 

diferente entre regiones geográficas y grupos étnicos del mundo, y se sugiere que 

las variantes del VPH 16 y de otros tipos de VPH coevolucionaron con los 

humanos, estimándose que su diversidad refleja una evolución de casi 200,000 

años (Lizano et al., 2009, Schiffman et al., 2010, Yamada et al., 1995, Bernard et 

al., 2006). La propuesta de clasificación más reciente propone la existencia de 9 

sublinajes (europea, asiática, africana 1a, africana 1b, africana 2a, africana 2b, 

norteamericana, asiático americana 1 y asiático americana 2), de acuerdo a la 

variabilidad en las regiones LCR y E6 (Cornet et al., 2012), aunque generalmente 

se acepta la clasificación de 5 variantes (africanas, europeas, asiáticas, asiático-

americanas y norteamericanas). Las variantes de VPH16 que se encuentran con 

mayor frecuencia en nuestro país son la variante Europea y la Asiático-Americana 

(AA) (Calleja-Macias et al., 2004). En la variante AA, el gen E2 contiene una gran 

cantidad de cambios nucleotídicos, las células infectadas con esta variante 

presentan alta carga viral y retienen la región E1/E2; indicando que la integración 

viral no es un fenómeno exclusivamente necesario para la progresión a CaCU 

(Casas et al., 1999). Las variantes del VPH16 más frecuentes en lesiones 

precancerosas y CaCU en el estado de Guerrero coinciden con las del resto del 

país; un 82.12% en el caso de la Europea y un 17.58% para la AA (Ortiz-Ortiz et 

al., 2015). 

Durante el proceso carcinogénico, un evento crucial es la integración del 

genoma de los VPH-AR al genoma hospedero (Jeon and Lambert, 1995, 

Romanczuk and Howley, 1992). La transformación cancerígena es mediada 

principalmente por las oncoproteínas E6 y E7. La acción más importante de E6 es 

inhibir la función de p53, esta oncopreoteína es expresada de manera temprana 

durante la infección viral, cumpliendo diversas funciones que alteran la morfología 

e incrementan la vida celular activando la telomerasa y la transcripción de genes 

celulares a través de la interacción con p300/CBP, un coactivador de p53 (Ganguly 

and Parihar, 2009). La función más conocida de la proteína E7 es la degradación 
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de Rb vía proteosoma, lo que sucede previa interacción física entre Rb y E7 (Boyer 

et al., 1996). 

La metilación del DNA es importante en la regulación transcripcional, 

remodelación de la cromatina, estabilidad genética, y generalmente se asocia con 

la represión genética (Bird, 2002). Esta marca epigenética es llevada a cabo por 

tres enzimas: DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. DNMT1 se localiza en sitios de 

replicación del DNA durante la fase S y tiene un papel de mantenimiento de los 

patrones de metilación durante las divisiones celulares; DNMT3A y DNMT3B son 

las enzimas responsables para el establecimiento de los patrones de metilación 

durante el desarrollo embrionario y en células germinales (Jurkowska et al., 2011). 

La alteración en la metilación del DNA es un fenómeno recurrente durante el 

proceso de carcinogénesis (Baylin and Ohm, 2006). 

Estudios previos han encontrado que la infección por VPH16 está relacionada 

con el incremento de la metilación en promotores de genes supresores de tumor, 

reparadores de DNA y reguladores del ciclo celular, lo que significaría una 

acumulación de alteraciones fisiológicas y en consecuencia el desarrollo de cáncer 

(Wentzensen et al., 2009; Leonard et al., 2012). Hay evidencia de que la infección 

por VPH-AR induce un incremento en la expresión de DNA metiltransferasas y 

altera los niveles de metilación global en queratinocitos humanos (Leonard et al., 

2012). Por otra parte, se ha demostrado que la oncoproteína viral E6 puede regular 

positivamente la expresión y actividad de DNMT1 (Au Yeung et al., 2010), 

interactuando también físicamente con metiltransferasas de histonas, generando 

así modificaciones epigenéticas en genes celulares(Hsu et al., 2012), como lo es el 

incremento de la metilación de sus respectivos promotores (Leonard et al., 2012). 

El incremento de la metilación del gen L1 del VPH16 ha sido asociado con el 

progreso de lesiones precancerosas, por lo cual, se ha propuesto utilizar la 

detección de metilación en L1 como un marcador de progresión a cáncer (Oka et 

al., 2013). Además, se ha observado que existe una relación positiva de la 

metilación en L1 con la integración del virus (Kalantari et al., 2010), aunque dicha 

relación no ha podido ser claramente establecida por otros autores (Oka et al., 
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2013). Una asociación entre la edad y la metilación del gen L1 ha sido establecida 

previamente y se ha sugerido que puede ser un marcador pronóstico de lesión 

escamosa intraepithelial de bajo grado (LEIBG) o alto grado (LEIAG) (Mirabello et 

al., 2013). Entre las regiones del genoma viral con mayor incremento de metilación 

en lesiones de bajo y alto grado se ha localizado a L1 y L2, por lo cual se ha 

sugerido que el análisis de metilación en mencionadas regiones se utilice como un 

método diagnóstico (Lorincz et al., 2013). 

En la actualidad no existe un marcador infalible de integración viral, por lo cual 

un objetivo de este estudio fue analizar sí la metilación en L1 del VPH16 puede ser 

útil como un marcador de integración viral, comparándola con la PCR en tiempo 

real cuantitativa y la hibridación in situ (HIS). Otro objetivo fue analizar la metilación 

del gene L1 en los diferentes grados de lesión cervical. También se evaluó el 

efecto de E6 en la expresión de DNA metiltransferasas y en la metilación de genes 

asociados a CaCU para valorar si las diferentes variantes E6 de VPH16 regulan de 

manera diferencial modificaciones epigeneticas en el DNA de las células C-33A. .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in cervical carcinoma and 
premalignant lesions                                                                                                                                CAPITULO I 

10 
 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I 

 

 

 

 

 

 

Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in cervical 

carcinoma and premalignant lesions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in cervical carcinoma and 
premalignant lesions                                                                                                                                CAPITULO I 

11 
 

Correo de aceptación del artículo para publicación 

Oncology Letters 

5-6 King Street Cloisters, Clifton Walk, London W6 0GY, United Kingdom 

 

 

January 11, 2017 

 

 

MS No.: OL-12237-E175374 

 

Title: Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in cervical 

carcinoma and premalignant lesions. 

By: Torres-Rojas et al. 

 

Professor B Illades-Aguiar 

 

We are pleased to inform you that the above manuscript has been provisionally accepted for 

publication in Oncology Letters. 

 

The manuscript will be sent for production shortly. Once production has been completed, the page 

proofs of the manuscript will be sent to you with minor revisions for your consideration. No further 

action is required on your part until the proofs have been prepared. The submission should be formally 

accepted upon the receipt of proofs 

 

Please do not hesitate to contact us if you have any questions in the interim. 

 

Yours sincerely, 

 

Spandidos Publications 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in cervical carcinoma and 
premalignant lesions                                                                                                                                CAPITULO I 

12 
 

Title page 

 

Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in 

cervical carcinoma and premalignant lesions.  

 

Francisco Israel Torres-Rojas1, Luz del Carmen Alarcón-Romero2, Marco Antonio Leyva-

Vázquez1, Julio Ortiz-Ortiz1, Miguel Ángel Mendoza-Catalán1, Daniel Hernández-Sotelo1, 

Oscar Del Moral-Hernández1, Hugo Alberto Rodríguez-Ruiz1, Dinorah Leyva-Illades1, 

Eugenia-Flores Alfaro1, Berenice Illades-Aguiar1 

 

1Laboratory of Molecular Biomedicine and 2Laboratory of Cytopathology and Histochemistry 

of the School of Chemical and Biological Sciences, Autonomous University of Guerrero, 

Chilpancingo, Guerrero 39090, Mexico. 

 

Corresponding author: Berenice Illades-Aguiar, Ph.D. Laboratorio de Biomedicina Molecular, 

Facultad de Ciencias Químico Biológicas, Universidad Autónoma de Guerrero. Av. Lázaro 

Cárdenas S/N, Chilpancingo, Guerrero 39090, México. E-mail: b.illadesaguiar@gmail.com 

 

Key words 

 

DNA methylation, HPV 16, HPV 18, biomarkers, cervical cancer, L1 gene, squamous 

intraepithelial lesion, integration. 

 

Running title 

TORRES-ROJAS et al: METHYLATION OF L1 GENE AND HPV 16/18 INTEGRATION.  

 

 

Co-authors E-mail addresses: 

FITR: trisrael5@yahoo.com.mx 

LCAR: luzdelcarmen14@gmail.com 

JOO: julioortiz771210@gmail.com 

mailto:b.illadesaguiar@gmail.com
mailto:trisrael5@yahoo.com.mx
mailto:luzdelcarmen14@gmail.com
mailto:julioortiz771210@gmail.com


Methylation of the L1 gene and integration of human papillomavirus 16 and 18 in cervical carcinoma and 
premalignant lesions                                                                                                                                CAPITULO I 

13 
 

MAMC: mglmendoza7@gmail.com 

DHS: danhs1mx@yahoo.com 

HARR: qmko_HGO@hotmail.com 

OMH:  odelmoralh@gmail.com 

DLI: dinorah.leyva@hotmail.com 

EFA: efloresa_2@hotmail.com 

MALV: leyvamarco13@gmail.com 

 

 

Abstract 

 

High-risk human papillomavirus (HPV) is the primary cause of cervical carcinoma. Viral 

integration into host chromosomes is associated with neoplastic progression, and epigenetic 

changes may occur. The objective of the present study was to analyze HPV L1 gene 

methylation and to compare the use of reverse transcription-quantitative polymerase chain 

reaction (RT-qPCR), in situ hybridization (ISH) and L1 methylation as methods for detecting 

HPV integration. Cervical scrapes or biopsy samples positive for HPV 16 or 18, from 187 

women with cervical carcinoma (CC), a squamous intraepithelial lesion (SIL) or no 

intraepithelial lesion (non-IL), were analyzed. Methylation of L1 was determined using 

bisulfite modification followed by PCR, and HPV integration was subsequently analyzed. 

HPV 16 L1 methylation was found to increase with histological grade: High-grade SIL vs. 

CC, P=0.02; low-grade SIL vs. CC, P=0.00008; non-IL vs. CC, P=0.00001. HPV 18 L1 

methylation also increased according to histological grade; however, no statistically 

significant differences were observed. Methylation at CpG site 5608 of the HPV 16 L1 gene 

was associated with all grades of cervical lesions, whereas methylation at CpG site 5617 

demonstrated the strongest association with CC (odds ratio, 42.5; 95% CI, 4.7-1861; 

P<0.0001). The concordance rates between the various methods for the detection of the 

physical status of HPV 16 and HPV 18 were 96.1% for RT-qPCR and ISH, 76.7% for RT-

qPCR and L1 methylation, and 84.8% for ISH and L1 methylation. In conclusion, methylation 

of the HPV 16 L1 gene increases significantly according to the grade of a cervical lesion, and 

methylation at CpG sites 5608 and 5617 of this gene may be used as a prognostic biomarker. 

mailto:mglmendoza7@gmail.com
mailto:danhs1mx@yahoo.com
mailto:qmko_HGO@hotmail.com
mailto:odelmoralh@gmail.com
mailto:dinorah.leyva@hotmail.com
mailto:efloresa_2@hotmail.com
mailto:leyvamarco13@gmail.com
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ISH and L1 methylation have good concordance with RT-qPCR with regard to the detection of 

HPV integration; therefore, these are useful methods in determining the physical state of HPV. 

 

Introduction 

 

The primary cause of cervical carcinoma is persistent infection with high-risk human 

papillomavirus (HR-HPV). The infecting HPV type, viral persistence, viral integration status 

and viral load contribute to the pathogenesis of cervical carcinoma (1). Among the HR-HPVs, 

HPV 16 and 18 are the most common in cases of cervical carcinoma worldwide (2). 

Cervical carcinoma is the third most common type of cancer among women worldwide 

(3). In Mexico, it is the second most frequent cancer type among women and the most 

common female cancer type in women aged 15-44 years; ~9.4% of women in the general 

population are estimated to harbor cervical HPV infection, and 70.2% of cervical carcinoma 

cases are attributed to HPV 16 or 18 (4). In the state of Guerrero in southern Mexico, cervical 

carcinoma is the most common type of cancer in women, and this state has the fifth highest 

mortality rate from cervical cancer in the country 

(http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/12951/MortalidadCaCu2000a2013.pdf); 

HPV 16 is the most common genotype in cervical carcinoma, followed by HPV 18 (5). 

Cytological screening of Papanicolaou smears has reduced the incidence and mortality 

rates of cervical carcinoma; however, the low sensitivity and low reproducibility of 

cytological tests have caused over-intervention. Although HPV DNA testing may be used as 

an adjunct procedure, this does not discriminate between transient and persistent infections 

(6).  

HPV genomes replicate as episomal DNA during productive infections and integration 

of HR-HPV genomes into host chromosomes has been associated with neoplastic progression 

(7). The E2 HPV gene has been found to be broken more frequently compared with other sites 

(8-10). This brake results in a loss of negative-feedback control of the transcription of 

oncogenes E6 and E7 (11), enabling tumor development and progression (12, 13); therefore, 

HPV integration into the human genome is considered an important event in cervical 

carcinogenesis. Although certain studies suggest that integration is a late event (13, 14), others 

have proposed that integration may be an early event in carcinogenesis (15-19).  

http://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/12951/MortalidadCaCu2000a2013.pdf
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Based on this information, a reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) 

method that uses PCR amplification of the E2 and E6 open reading frames (ORFs) and 

calculation of E2/E6 ratios to measure integration was developed (19). Identification of 

integrated HPV has been proposed as a useful biomarker for lesion progression; nevertheless, 

RT-qPCR is a technically difficult method for use in clinical practice. 

HPV integration can render viral and cellular genes susceptible to epigenetic changes, 

which can in turn regulate their expression (20). The L1 gene from HPV 16 and 18 has been 

observed to be frequently hypermethylated in cancer, in contrast to the infrequent methylation 

observed in premalignant lesions (17, 21-25). It has been reported that methylation of the HPV 

16 L1 gene indicates integration, is associated with the grade of premalignant lesions and 

cancer, and is a potential clinical marker of cervical carcinoma progression (17, 26-28). 

HPV integration and the grade of cervical neoplasia may also be demonstrated using a 

tyramide-based in situ hybridization (ISH) method. Punctate signals within the nucleus are 

consistent with the integration of HPV into host cell chromosomes, whereas diffuse signal 

patterns throughout the nucleus are consistent with episomal DNA (29-32).  

The use of novel tools in addition to the cytological diagnosis of premalignant lesions 

could improve the sensitivity of this method, making it more effective, which would reduce 

the number of misdiagnosed cases and prevent unnecessary invasive treatments in women 

diagnosed with premalignant lesions. As HPV integration is a viral marker for lesion 

progression, it is important to use a technically simple and affordable method for the detection 

of integration in clinical practice. 

The aim of the present study was to analyze L1 gene methylation in cervical lesions of 

various grades, and perform a comparative analysis between L1 methylation, ISH and RT-

qPCR as methods to determine the physical status of HPV 16 and 18. Additionally, the 

handling of these methods was compared. 
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Materials and methods  

 

Clinical specimens. 

 

The 187 participants of the present study were women aged between 28 and 51 years, 

who were selected among 1,115 female residents of the state of Guerrero in southern Mexico. 

The women were attended to at the Unit for Early Diagnosis of Cervical Cancer and HPV at 

the Autonomous University of Guerrero (Chilpancingo, Mexico), and the Cancer Institute of 

the State of Guerrero (Acapulco, Mexico) between November 2013 and August 2015. Cervical 

scrapes or biopsies were collected for cytomorphological examination by liquid cytology or 

histological examination. Papanicolau smears were reviewed by a certified cytopathologist 

(L.C.A.R.) and biopsies by a certified histopathologist (M.A.J.L). DNA was extracted from 

the cervical scrapes or biopsies using the phenol-chloroform-isoamyl alcohol method (33) for 

HPV detection and typing with an INNO-LiPA genotyping kit (Fujirebio Europe N.V., Ghent, 

Belgium) (34).  

All patients included in the study presented with HPV 16 (n=154) or HPV 18 (n=33), 

and cervical carcinoma (CC) (n=33), high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) 

(n=13), low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) (n=102) or no intraepithelial lesion 

(non-IL) (n=39). Cytological diagnosis was performed according to the Bethesda System (35), 

and histological diagnosis according to the classification system of the International 

Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) (36). Clinical data from the patients were 

obtained from the database of the Molecular Biomedicine and Cytopathology Laboratories at 

the School of Chemistry and Biology of the Autonomous University of Guerrero.  

The Bioethics Committee of the Autonomous University of Guerrero approved this 

study. Informed consent was obtained from the patients when the samples were collected. 

The samples were studied to analyze L1 gene methylation in the different grades of 

cervical lesion and to compare L1 methylation, ISH and RT-qPCR as methods to determine 

the physical status of HPV 16 and 18. 
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Analysis of methylation of the HPV 16 and HPV 18 L1 gene. 

 

Methylation of the L1 gene from HPV 16 and 18 was analyzed by bisulfite conversion 

reaction, wherein unmethylated cytosine is converted into uracil, followed by PCR 

amplification. DNA (400-1,200 ng) from cervical samples was treated with bisulfite using an 

EZ DNA Methylation-GoldTM kit (Zymo Research Corporation, Irvine, CA, USA), according 

to the manufacturer’s instructions.  

The 5’ and middle regions of the HPV 16 L1 gene, and 5’ and 3’ regions of HPV 18 L1 

gene were amplified by PCR. Amplifications were performed using 100-150 ng of bisulfite-

treated genomic DNA, 6 µl of Amplitaq Gold® 360 Master Mix (Applied Biosystems; Thermo 

Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA), 1 µmol of sense primer and 1 µmol of antisense 

primer in a 15 µl final reaction volume. The following primers were used for amplification: 

HPV 16 L1 5’ region, F-5’-TTGTTGATGTAGGTGATTTTTATTTATATTTTAGTTCCA-3’ 

and R-5’-CTAATACCCACACCTAATAACTAACC-3’ [melting temperature (Tm), 59˚C] 

(27); HPV 16 L1 middle region, F-5’-ATTTAGATTATATTAAAATGGTGTTAGAAT-3’ 

and R-5’-AAATAATTAATTACCCCAACAAATACC-3’ (Tm, 54˚C) (26); HPV 18 L1 5’ 

region, F-5’-GGTTAGTTTTTAGGTGTTGGT-3’ and R-5’-

CACACAACTACCAAATAAAACA-3’ (Tm, 54˚C); and HPV 18 L1 3’ region, F-5’-

TTATTAGTTTGGTGGATATATATTG-3’ and R-5’-

AAAACATACAAACACAACAATAAATA-3’ (Tm, 59˚C) (37). The thermal cycling 

conditions were as follows: 10 min at 96˚C, followed by 40 cycles of 30 sec at 96˚C, 30 sec at 

54˚C or 59˚C, and 7 min at 72˚C. The PCR-amplified fragments were sequenced using Big 

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing in an ABI PRISM 310 sequencer (Applied 

Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Methylation of 12 (5602 to 6580) and 18 (6015 to 

7123) CpG dinucleotides in the HPV 16 and HPV 18 L1 gene, respectively, were analyzed 

using LALIGN software (http://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html). For the 

analysis of L1 gene methylation variation in the samples, the methylation radio (L1MR) was 

calculated using the formula L1MR (%) = (number of methylated CpGs in the analyzed region 

of the L1 gene) / (number of all CpGs in the analyzed region of the L1 gene) x 100 (27).  Oka 

et al (27) proposed that the L1MR is associated with the grade of cervical intraepithelial 

neoplasia (CIN) and indicates the HPV genome status in the cell: A high L1MR value 

http://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html
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indicates HPV genome integration, whereas a low L1MR indicates episomal HPV genomes. 

Complete methylation (>80%) is considered to indicate HPV integration, intermediate 

methylation (20-80%) to indicate mixed status, and low methylation (<20%) to indicate 

episomal HPV genome (38). 

 

Analysis of HPV 16 and 18 integration by RT-qPCR 

 

The physical state of HPV16 was analyzed by RT-qPCR, amplifying two regions of the 

E2 gene and a region of the E6 gene using the following primers and TaqMan probes (Applied 

Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.): E2A region (transactivation domain), F-5’-

TGGATATACAGTGGAAGTGCAGTTTG-3’ and R-5’- 

CCACAGTTACTGATGCTTCTTCACA-3’ primers, and 5’FAM- 

ATGGAGACATATGCAATACAAT-NFQ probe; E2B region (hinge), F-5’-

CAGCAACGAAGTATCCTCTCCT-3’ and R-5’- GCGACGGCTTTGGTATGG-3’ primers, 

and 5’FAM-AAGTGCTGCCTAATAATTTC-NFQ probe; and E6 region, F-5’-

ACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTA-3’ and R-5’- 

GCTTTTTGTCCAGATGTCTTTGCTT-3’ primers and 5’FAM- 

AAAGCCACTGTGTCCTG-NFQ probe. 

Similarly, the physical state of HPV 18 was analyzed by amplifying two regions of the 

E2 gene and a region of the E6 gene using the following primers and TaqMan probes (Applied 

Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.): E2N1 region (transactivation domain), F-5’-

GCAACTAATACGTTGGGAAAATGCA-3’ and R-5’-GCTGGCACCACCTGGT-3’ 

primers, and 5’FAM-CTGTATGCCATGTTCCC-NFQ probe; E2H1 region, F-5’-

GATTGTAATGACTCTATGTGCAGTACCA-3’ and R-5’- CGGTGCCCACGGACA-3’ 

primers, and FAM- ACGACACGGTATCCGC-NFQ probe; and E6 region, F-5’-

AAAACTAACTAACACTGGGTTATACAATT-3’ and R-5’-

CTGCTGGATTCAACGGTTTCTG primers, and 5’FAM-CACCGCAGGCACCTTA-NFQ 

probe. 

To calculate number of cells, a region of the RNAse P single copy gene was amplified 

using F-5’-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3’ and R-5’-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3’ 
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primers, and a VIC-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-TAMRA RNAse P probe (Applied 

Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.; #4403328). 

In all cases, PCR was performed in a final volume of 10 µl containing 50 ng of DNA, 5 

µl of Universal MasterMix II (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) and 0.5 µl 

of a mix containing specific primers and probes for each gene and region. DNA amplification 

by RT-qPCR was performed in an ABI-PRISM 7500 (Applied Biosystems; Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) using the following conditions: 50˚C for 2 min, 95˚C for 10 min, followed by 

40 cycles of 95˚C for 15 sec and 60˚C for 1 min. All reactions were run in duplicate, 

demonstrating high reproducibility, and the results were averaged for analysis. The positive 

control consisted of DNA from the SiHa cell line, which contains 1-2 integrated copies of the 

HPV 16 genome, and the HeLa cell line, which contains integrated HPV 18. The negative 

controls consisted of the reaction components without DNA (39-41). 

A standard curve for the quantification of the RNAse P gene was generated using the 

commercial kit Taqman Copy Number Reference Assay RNAse P (Applied Biosystems; 

Thermo Fisher Scientific) with genomic DNA obtained from 10,000, 5,000, 2,500, 1,250 and 

625 cells. Standard curves for the E2 and E6 genes were generated by determining the 

threshold cycle (Ct) of detection with concentrations of 108, 107, 106, 105, 104 and 103 

copies/µl of plasmids containing the HPV 16 or HPV 18 genome. All assays were performed 

in duplicate. The number of copies of each gene (x) in the sample was calculated with the 

formula x = exp[(Y-b)/m]; in this formula, y is the Ct value, and b and m are constant values 

obtained from the equation graph for the standard curve of each gene (42). 

The physical state of HPV 16 was determined by calculating the ratios of E2A/E6 and 

E2B/E6. To ensure the validity of the method, these ratios were determined using the standard 

curves obtained from various dilutions of pUC8 and DNA from SiHa cells; pUC8 contains the 

complete HPV 16 genome, representing the episomal form, and SiHa cells were used as the 

integrated form (43). Viral genome integration was defined by the absence of E2 or an E2/E6 

ratio of <0.001. An E2A/E6 ratio of 0.001-0.9270 was defined as a mixture of episomal and 

integrated forms. When the ratio was >0.9270, it was defined as the episomal form. An 

E2B/E6 ratio of 0.001-0.9116 was defined as mixed form, and an E2B/E6 ratio of >0.9116 

was defined as the episomal form (41). 
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The physical state of HPV 18 was determined by calculating the ratios of E2N1/E6 and 

E2H1/E6. To ensure the validity of this method, these ratios were determined using standard 

curves obtained from various dilutions of a plasmid containing the HPV 18 genome, 

representing the episomal form. Viral genome integration was defined by the absence of E2 or 

an E2/E6 ratio of <0.001. An E2N1/E6 ratio of 0.001-0.9151 was defined as the mixed form, 

and >0.9151 was defined as the episomal form. An E2H1/E6 ratio of 0.001-0.9206 was 

defined as the mixed form, and an E2H1/E6 ratio >0.9206 was defined as the episomal form 

(41). 

 

Analysis of HPV 16 and 18 integration by ISH. 

 

Detection of high-risk HPV genome integration was performed using ISH with a 

GenPoint Tyramide Signal Amplification System (Dako, Carpinteria, CA, USA). Cytological 

samples were placed in a solution of acetone for 5 min. The monolayer smears were digested 

for 1 min at 37˚C with proteinase K (1:1,000). Biotinylated viral DNA with probes for 13 HR-

HPV genotypes (types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68) and individual 

probes directed at HPV 6 and HPV 11 were subsequently applied. The slides were denatured 

for 10 min at 95˚C, hybridized with a biotinylated HPV DNA probe (Dako) for 20 h at 37˚C 

(Hybridizer; Dako) and then placed in an astringent solution (1:50) at 55˚C for 20 min; 

primary streptavidin peroxidase (1:100) was added for 40 min at room temperature, followed 

by biotinyl-tyramide for 20 min, and a secondary antibody with streptavidin was subsequently 

added for 20 min. The chromogen 3,3’-diaminobenzidene (Dako) was then added and Mayer’s 

hematoxylin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) was used as a contrast dye. Positive 

reactions were visualized as a brown color inside of the nucleus and, according to the type of 

signal, were classified as diffuse (episomal state), punctate (integrated state) or diffuse and 

punctate (mixed state) (29, 30, 32). SiHa cell lines (containing HPV 16) were used as positive 

controls to show an integrated state; the same cell lines without probes were used as negative 

controls.  
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Statistical analysis. 

 

L1MR was compared between groups using the t test with SIGMAPLOT V10 software 

(https://systatsoftware.com/products/sigmaplot/); P<0.05 was considered to indicate 

statistically significant differences. Odds ratios (ORs) were calculated to determine the risk of 

lesion progression due to methylation of specific CpG sites using STATA version 11 software 

(http://www.stata.com/). Concordance between the various methods for the detection of viral 

integration was also calculated (44). 

 

 

Results 

 

Methylation of the HPV 16 and HPV 18 L1 gene in cervical specimens from women with 

cervical carcinoma, squamous intraepithelial lesions and non-IL. 

 

The methylation status of the HPV 16 and HPV 18 L1 gene was evaluated in 187 cervical 

specimens from women with cervical cancer, HSIL, LSIL and non-IL. The median HPV 16 

L1MRs were 20.2% for non-IL, 30% for LSIL, 33% for HSIL and 58.6% for CC. HPV 16 

L1MR was correlated with histological grade: Statistically significant differences were 

identified in HSIL vs. CC (P=0.02), LSIL vs. CC (P=0.00008) and non-IL vs. CC (P=0.00001) 

(Fig. 1A). For HPV 18, the median L1MRs were 73.3% for non-IL, 64.1% for LSIL, 69.7% 

for HSIL and 85.7% for CC; however, these differences between histological grades were not 

found to be significant (Fig. 1B). 

A total of 12 CpG dinucleotides (from 5602 to 6580) in the HPV 16 L1 gene and 18 

CpG sites (from 6015 to 7123) in the HPV 18 L1 gene were analyzed in specimens from 

patients with non-IL, LSIL, HSIL and CC. In HPV 16, methylation of CpG sites 5608 and 

5617 was associated with LSIL, methylation of CpG sites 5602 and 5608 was associated with 

HSIL, and CpG sites 5608, 5617, 5709, 5726, 5926, 5962 was associated with CC. The 

strongest association with CC was CpG site 5617 (OR, 42.5; 95% CI, 4.7-1861; P<0.0001), 

followed by CpG sites 5926, 5608, 5709 and 5962. Only CpG site 5608 was associated with 

https://systatsoftware.com/products/sigmaplot/
http://www.stata.com/
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all grades of cervical lesions. In CC samples, the highest L1MR was at CpG site 5617 (71.4%) 

(Fig. 2A). 

High L1MRs at CpG sites in HPV 18 were detected in all grades of cervical lesions: 

100% methylation was detected at 10 CpG sites in CC, 5 CpG sites in HSIL, 5 CpG sites in 

LSIL and 5 CpG sites in non-IL samples. However, methylation differences in CC, HSIL, 

LSIL compared with non-IL were not significant (Fig. 2B). 

 

Analysis of HPV 16 and HPV 18 integration by RT-qPCR, ISH and L1 methylation. 

 

The physical statuses of HPV 16 and HPV 18 were evaluated using RT-qPCR, ISH and L1 

methylation in cervical specimens from CC, HSIL, LSIL and non-IL. HPV 18 was more 

frequently integrated compared with HPV 16; HPV 18 was integrated in 50% (RT-qPCR), 

100% (ISH) and 67% (L1 methylation) of CC specimens, while HPV 16 was integrated in 

52% (RT-qPCR), 92% (ISH) and 16% (L1 methylation). It is important to note that non-IL 

and LSIL showed high rates of integration of HPV 16: 50% and 39% by RT-qPCR, 33% and 

45% by ISH, but only 6% and 7% by L1 methylation, respectively. HPV 18 was not integrated 

in non-IL, according to the RT-qPCR and ISH analyses, but did exhibit integration in LSIL 

(10% by RT-qPCR, 53% by ISH and 25% by L1 methylation) (Table I). 

The concordance rate between RT-qPCR and ISH for the detection of the physical 

status of HPV 16 and HPV 18 was 96.1%. The concordance rates between RT-qPCR and L1 

methylation, and between ISH and L1 methylation were 76.7% and 84.8%, respectively (Table 

II). 

 

Discussion 

 

The purpose of the present study was to investigate L1 gene methylation among various 

grades of cervical lesions positive for HPV 16 or HPV 18. Additionally, L1 methylation, ISH 

and RT-qPCR were compared as methods to determine the integration of HPV 16 and HPV 18 

in cervical specimens, including cervical carcinoma, premalignant lesions and non-cervical 

lesions.  
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The results indicated that the HPV 16 L1 gene undergoes a significant progressive 

increase in methylation rate, according to the increase of the grade of the cervical lesion, in 

concordance with previous reports (22, 27, 45-47). However, higher methylation rates in non-

IL and LSIL specimens were observed in the present study compared with previous studies 

(27). Methylation of L1 increases progressively through the four pathological categories (non-

IL, LSIL, HSIL and CC); however, it is important to note that methylation is present in the 

absence of a cervical lesion in tissue positive for HPV 16 (L1MR,  20.2% in non-IL). 

A progressive increase in methylation of the HPV 18 L1 gene was detected in non-IL, 

LSIL, HSIL and CC samples, with no significant differences between the different grades of 

cervical lesion. There are certain differences among the results obtained by various previous 

studies: Badal et al (37) reported the presence of L1 methylation in HPV 18-positive samples 

from cervical cancer and asymptomatic patients, whereas Turan et al (24) reported 

unmethylated HPV 18 L1 gene in samples from asymptomatic infections and infections with 

premalignant lesions, but strong methylation in all cervical carcinomas. Kalantari et al (46) 

reported that methylation of HPV 16 and HPV 18 is lowest in cases of asymptomatic infection 

and increases successively during progression to cancer.  

Kalantari et al (46) hypothesize that highly methylated LSIL and HSIL samples are 

those that have undergone certain molecular changes that predispose them to develop into 

cancer. We concur with this hypothesis, although we suggest that the level of methylation 

should be taken into account even in patients without cervical lesions, as this may indicate the 

possibility of lesion progression. 

The importance of specific sites of methylation in the HPV genome in identifying 

women who are at an increased risk of developing cervical carcinoma has been suggested 

previously (23, 47-49).  

In the present study, 12 methylation CpG sites of the HPV 16 L1 gene were analyzed 

in samples from non-IL, LSIL, HSIL and CC; methylation of 5608 CpG site was associated 

with the development of LSIL, HSIL and CC, while methylation of 5617 CpG site was 

associated with LSIL and CC, and methylation of 5709, 5726, 5926 and 5962 CpG sites was 

associated only with CC. Mirabello et al (47) identified a strong association between 

methylation at the 6457 CpG site and CIN2 (HSIL); in a subsequent study (49), a strong 

association between methylation at the 5602, 5608, 5611 and 5617 CpG sites and cervical 
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precancer was found. Sun et al (28) found increased methylation of CpG sites in HPV16 L1 

associated with CIN1, CIN2 and CIN3 (LSIL/HSIL). Lorincz et al (23) reported higher 

methylation of 6367 and 6389 L1 CpG sites in women with CIN2/3. Brandsma et al (50) 

reported that the frequency of methylation was highest for CIN3, followed by CIN2 and CIN1 

at the 5602, 5608, 5709, 5726, 6367, 6389, 6581 (referred to as 5600, 5606, 5707, 5724, 6365, 

6387 and 6579) L1 CpG sites. Our results coincide with the aforementioned studies and the 

observed differences in the sites of CpG methylation in the HPV 16 L1 gene may be due to the 

circulating HPV 16 variants in each geographical region. Previous studies performed by our 

research group in the state of Guerrero in southern Mexico, revealed 27 variants of HPV 16 

that belong to the European and Asian-American sublineages (51). Nucleotide differences 

between variants could determine changes in HPV 16 methylation.  

To date, studies indicate that there is increasing evidence that elevated methylation at 

specific HPV 16 CpG sites in the L1 ORF may be a promising biomarker of progression from 

premalignant lesions to cervical carcinoma. We are in agreement with Mirabello et al (47) that 

a methylation assay in one or a small number of CpG sites would be easier to perform, 

minimize costs and could potentially serve as a prognostic biomarker to predict the 

development of premalignant lesions and cervical carcinoma. 

In HPV 18, analysis of 18 CpG sites was performed in all grades of cervical lesions, 

revealing that none of the sites were significantly associated with the development of cervical 

carcinoma or premalignant lesions. However, high L1MRs in a number of CpG sites were 

detected in non-IL, LSIL, HSIL and CC, which could indicate the possibility that certain 

changes have occurred that predispose the tissue to develop into cancer, as proposed by 

Kalantari et al (46), considering that viral methylation appears to occur years before the 

detection of premalignant lesions (47). 

Integration of high-risk HPV genomes is a key event in cervical carcinogenesis as it 

contributes to neoplastic transformation. Integration of viral genomes is a consequence of 

chromosomal instability induced by deregulated E6 and E7 oncogene expression (52). There 

are several methods that may be used to detect HPV integration in the human genome such as 

RT-qPCR (19), ISH (29,30), L1 methylation (17). However, few studies have compared such 

methods by which to determine the physical state of HPV. Fujii et al (53) compared ISH with 

RT-qPCR, in SIL and CC samples, reporting an 86% concordance rate between the two 
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methods. Biesaga et al (54) also compared ISH with RT-qPCR to asses physical viral genome 

state in CC samples and found no significant difference between these methods, concluding 

that ISH could be applied to assessment of viral genome status.  

To our knowledge, no studies comparing RT-qPCR, ISH and L1 gene methylation 

assay have been performed to evaluate HPV 16 integration. In the present study, these three 

methods were compared. Good concordance was identified between them, and there were 

certain advantages in each one. RT-qPCR is a useful technique for detecting integrated and 

episomal forms of HPV. This method has the advantage of also calculating viral copy numbers 

for episomal and integrated HPV, providing a prognostic tool for determining the risk of 

cervical carcinoma (19). L1 methylation is a frequent response to integration. Therefore, it has 

been proposed that L1 gene methylation indicates integration, and may therefore be used as a 

potential biomarker of cancer progression (17, 55). ISH with signal amplification by tyramide 

to demonstrate HPV DNA has the advantage of preserving the histological context of a lesion 

and allows the detection of low-copy DNA (56). It is accepted that a diffuse signal indicates 

the episomal status and punctate signals represent integrated HPV (30). The ISH assay with 

signal amplification by tyramide is convenient for routine purposes (57). According to the 

current results, it has a high concordance with RT-qPCR (96.1%) and also with the HPV L1 

gene methylation assay (84.8%). In our experience, ISH is easier to handle, requiring less 

technology; however, expertise is essential for proper interpretation.  

In conclusion,  methylation of the HPV 16 L1 gene increases significantly according to 

the grade of cervical lesion. CpG site 5608 is associated with premalignant lesions and 

cervical carcinoma, whereas CpG site 5617 has the strongest association with CC; therefore, 

these two sites may be useful as prognostic biomarkers. Furthermore, ISH and L1 methylation 

analyses have good concordance with RT-qPCR and are, therefore, useful methods for 

determining the physical state of HPV. However, the combination of these techniques could 

provide more reliable results. 
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Table I. Physical status of HPV 16 and HPV 18 determined by qRT-PCR, ISH and L1 Methylation. 

 
 

HPV 16 physical status 

 qRT-PCR 

n = 100 

ISH 

n = 140 

L1 Methylation 

n = 154 

Diagnosis 

Episomal  

n=2  

n (%)  

Mixed 

n=52 

 n (%)  

Integrated  

n=46 

 n (%)  

Episomal   

n=4 

n (%)  

Mixed 

n=66 

 n (%)  

Integrate

d  

n=70 

 n (%)  

Episomal 

n=51   

n (%)  

Mixed 

n=91 

 n (%)  

Integrated 

n=12  

 n (%)  

Non-IL 1 (4) 12 (46) 13 (50) 3 (10) 17 

(57) 

10 (33) 17 (52) 16 (48) 0 (6) 

LSIL 1 (2)  27 (59)  18 (39)  1 (1)  43 

(54)  

36 (45)  28 (34)  48 (59)  6 (7)  

HSIL 0 (0)  1 (33)  2 (67)  0 (0)  4 (67)  2 (33)  4 (45)  4 (45)  1 (10)  

CC 0 (0)  12 (48)  13 (52)  0 (0)  2 (8)  22 (92)  2 (7)  23 (77)  5 (16)  

HPV 18 physical status 

 qRT-PCR 

n = 19 

ISH 

n = 30 

L1 Methylation 

n  = 33 

 

Diagnosi

s 

Episomal  

n=5 

n (%)  

Mixed 

n=12 

 n (%)  

Integrated  

n=2 

 n (%)  

Episomal   

n=1 

n (%)  

Mixed 

n=14 

 n (%)  

Integrate

d  

n=15 

 n (%)  

Episom

al 

n=0  

n (%)  

Mixed 

n=23 

 n (%)  

Integrated 

n=10  

 n (%)  

Non-IL 2 (67) 1 (33) 0 (0) 1 (17) 5 (83) 0 (0) 0 (0) 4 (67) 2 (33) 

LSIL 1 (10) 8 (80) 1 (10) 0 (0) 9 (47) 10 (53) 0 (0) 15 (75) 5 (25) 

HSIL 2 (50) 2 (50) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 3 (75) 1 (25) 

CC 0 (0) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 3 (100) 0 (0) 1 (33) 2 (67) 

 
Non-IL: Non-intraepithelial lesion. LSIL: Low squamous intraepithelial lesion. HSIL: High squamous 

intraepithelial lesion. CC: Cervical carcinoma. qRT-PCR: Quantitative real time PCR. ISH: In situ hybridization. 
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Table II. Concordance rate of qRT-PCR, in situ hybridization and HPV L1 methylation in the 

detection of the physical status of HPV 16 and HPV 18 in clinical samples. 

 

qRT-PCR / In situ Hybridization 

n=107 

Physical status 

 

qRT-PCR 

Positive 

concordants (%)* 

Mixed/Integrated Episomal 

96.1 In situ 

Hybridization 

Mixed/Integrated 98 2 

Episomal 6 1 

qRT-PCR / L1 methylation 

n=120 

Physical status 

 

qRT-PCR 

Positive 

concordants  

(%) 

Mixed/Integrated Episomal 

76.7 L1 

Methylation 

Mixed/Integrated 74 7 

Episomal 38 0 

In situ Hybridization / L1 Methylation 

n=172 

Physical status 

 

In Situ Hybridization 

Positive 

concordants  

(%) 

Mixed/Integrated Episomal 

84.8 L1 

Methylation 

Mixed/Integrated 123 2 

Episomal 42 3 

* Values of 60 to 80% were considered good concordance between the techniques and values 

greater than 80% were considered very good concordance. 
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Figure legends 

 

Figure 1. (A) HPV 16 and (B) HPV 18 L1 gene methylation rate (L1MR, %) in non-IL, LSIL, 

HSIL and CC tissues. P<0.05 was considered to indicate statistically significant differences. 

HPV, human papillomavirus; L1MR, L1 methylation ratio; non-IL, non-intraepithelial lesion; 

LSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL, high-grade squamous intraepithelial 

lesion; CC, cervical carcinoma. 

 

Figure 2. Methylation in the L1 gene at various CpG sites in (A) HPV 16 and (B) HPV 18 in 

non-IL, LSIL, HSIL and CC. The x-axis indicates each individual CpG site by nucleotide 

position in the L1 gene. HPV, human papillomavirus; non-IL, non-intraepithelial lesion; LSIL, 

low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion; 

CC, cervical carcinoma. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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La oncoproteina E6 de variantes del VPH-16 afecta la expresión de DNA 

metiltransferasas, pero no la metilación de genes supresores de tumor  

 

Francisco Israel Torres- Rojas1, Daniel Hernández-Sotelo1, Berenice Illades-Aguiar1. 

Laboratorio de Biomedicina Molecular, Facultad de Ciencias Químico Biológicas, 

Universidad Autónoma de Guerrero, Chilpancingo, Gro., México 

Resumen 

El Virus de Papiloma Humano tipo 16 (VPH16), tiene la capacidad de inducir 

transformación neoplásica a través de la expresión de sus oncoproteínas, E6 y E7. 

Se han identificado diferentes variantes del VPH16, de las cuales se ha 

documentado diferente potencial oncogénico. Existe evidencia de que E6 del VPH16 

puede interactuar con proteínas involucradas en la regulación epigenética. En este 

trabajo evaluamos el efecto de E6 del VPH16 E-prototipo y de las variantes AA-a, 

AA-c y E-G350 en la expresión de DNA metiltransferaras y metilación de genes 

celulares en la línea celular C­33A. 

Los resultados demuestran que E6 prototipo induce un incremento en la 

expresión de DNMT1, efecto que no se encontró con el resto de las variantes. La 

expresión de DNMT3A disminuyó con la presencia de E6 prototipo y E6 de las 

variantes E-G350, AA-a y AA-c del VPH16, siendo esta disminución significativa. 

Para DNMT3B, el efecto de la proteína E6 de las variantes incluidas en este estudio, 

así como E6 prototipo indujo una reducción significativa en los niveles de RNAm de 

la enzima.  Estudios previos demuestran que una gran cantidad de genes celulares 

se encuentran metilados en cáncer, por lo cual, se analizó si E6 prototipo y/o E6 de 

las variantes AA-a y AA-c modifica el estado de metilación de promotores de los 

genes supresores de tumor RARβ y THBS1, al respecto encontramos que E6 no 

cambia el estado de metilación de estos genes. 

El hallazgo de la disminución en la expresión de las DNA metiltransferasas 

inducido por E6 puede ser un indicio de la hipometilación global que existe en el 

cáncer. Sugerimos la búsqueda en estudios posteriores de otros genes candidato 

para evaluar el cambio de metilación en su promotor causado por la presencia de E6. 

Palabras Clave 

E6, Variantes del VPH-16, DNA Metiltransferasas, Metilación del DNA, C-33A 
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Introducción 

El cáncer cervicouterino (CaCU) es el cáncer de mayor prevalencia en 

mujeres en 45 países, con reportes de más de 500,000 nuevos casos y 270, 000 

muertes cada año (OMS 2014). Es conocido que el agente etiológico del CaCU es el 

virus de papiloma humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) (zur Hausen, 2009), 

del cual se han identificado más de 100 genotipos, catalogados en diferentes grupos 

(bajo riesgo, riesgo indeterminado y alto riesgo) de acuerdo a su asociación con el 

desarrollo de cáncer (Lizano et al., 2009). El VPH16 es clasificado como de alto 

riesgo y existen al menos 9 sublinajes clasificados de acuerdo a su distribución 

geográfica (Cornet et al., 2012, Tornesello et al., 2011). Estas variantes del VPH-16 

poseen diferente potencial oncogénico, en base a estudios epidemiológicos la 

variante más oncogénica es la AA-a (Berumen et al., 2001, Hildesheim et al., 2001, 

Ortiz-Ortiz et al., 2015). Las oncoproteinas E6 y E7 son las principales proteínas 

virales responsables del inicio del desarrollo del cáncer y su progresión; p53 y 

retinoblastoma son blancos específicos de E6 y E7 respectivamente, lo cual ocasiona 

alteraciones en el ciclo celular (Yim and Park, 2005). 

La regulación epigenética juega un papel fundamental en la expresión o 

inactivación de genes celulares, debido a regiones ricas de dinucleótidos CpG que se 

encuentran en aproximadamente el 70% de los promotores de genes humanos 

(Dawson and Kouzarides, 2012, Lund and van Lohuizen, 2004). Los niveles de DNA 

metiltransferasas, enzimas encargadas de regular la metilación de genes, se 

encuentran elevados en diversos tipos de cáncer (Subramaniam et al., 2014). Del 

mismo modo, la metilación en promotores de genes supresores de tumor y 

reguladores del ciclo celular se incrementa durante el desarrollo de cáncer (Yang, 

2013). 

Existen reportes de que la presencia del VPH16 incrementa la expresión de 

DNMT1 y DNMT3B, además que modifica la metilación en promotores de diversos 

genes celulares (Leonard et al., 2012). En particular, E6 del VPH16 puede regular de 

manera positiva la expresión de DNMT1 (Au Yeung et al., 2010). Además, E6 de la 

variante Asiático Americana induce mayor grado de inmortalización en queratinocitos 

al compararse con E6 E-Prototipo, asimismo se ha corroborado que la proteína E6 
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de la variante E-G350, en cultivos de queratinocitos, disminuye la diferenciación de 

estas células (Niccoli et al., 2012, Zehbe et al., 2009). 

Con el antecedente de que existen diferencias en la capacidad de inducir 

transformación celular por parte de las variantes del VPH-16, el objetivo de este 

estudio fue evaluar el efecto que tiene E6 E-Prototipo y las Variantes AA-a, AA-c y E-

G350 en la línea celular C33-A para alterar la expresión de DNA metiltransferasas. 

Adicionalmente, se analizó la metilación de los genes supresores de tumor RARβ, 

THBS1, CALCA y CDKN2A en el DNA de las células C33-A para identificar si E6 de 

alguna de las variantes del VPH16 induce cambios en la metilación del promotor de 

alguno de estos genes y generar de esta manera genes blanco específicos para 

cada una de las variantes E6 del VPH-16. 

 

Métodos 

 

Selección de variantes del VPH-16  

Se utilizaron células C33-A transfectadas establemente con el fragmento 

génico correspondiente a E6 prototipo y E6 de las variantes E-G350, AA-a y AA-c del 

VPH16 (Zacapala-Gomez et al., 2015).  

 

Expresión de DNA metiltransferasas 

Se analizó la expresión de las DNA metiltransferasas DNMT1, DNMT3A y 

DNMT3B. Previa extracción de RNA total de las células C33-A trasfectadas 

establemente con E6 de VPH 16 E-Prototipo y de las variantes E-G350, AA-a y AA-c 

por el método de TRizol (Invitrogene), el RNA obtenido fue cuantificado en un 

espectrofotómetro NanoDrop (ND-2000c Accesolab). La determinación de la 

expresión de las DNMTs se realizó  mediante qPCR utilizando MAXIMA SYBR Green 

qPCR con los iniciadores especificos: DNMT1 F 5´-AGT GGT GCG TTT GAG A-3´ R  

5´-TTG GGC TTA TTC CTA ACG GT-3´, DNMT3A F 5´- GGT GCT GTC TCT CTT 

TGA TG-3´  R 5´-ATG CTT CTG TGT GAC GCT G-3´ (Luczak et al., 2012), DNMT3B   

F 5´-GGG TGT AAA CTG TGG AAC CC-3´,    R  5´-GTG AAC CCG GGT GGC CAC 

TT-3´. La PCR se llevó a cabo en un PIKOREAL 96 THERMOSCIENTIFIC. El ciclaje 
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de PCR consistió en 40 ciclos desnaturalización a 96°C por 30 segundos, 

alineamiento a 58°C o 60°C por 30 segundos y extensión a 72°C, con una 

desnaturalización inicial durante 5 minutos a 96°C. Como control endógeno fue 

utilizado GAPDH con los iniciadores F 5´-GGG TGT CAC CCC TTG AAC TT-3´ R 5´-

AAC TCT GAA CCG TTA AA-3´. 

 

Metilación de los genes RARβ, THBS1, CALCA, CDKN2A 

Se realizó extracción de DNA a partir de trizol de las células C­33A 

transfectadas establemente con E6 de VPH 16 E-prototipo y de las variantes 

seleccionadas. Se modificaron 1500ng del DNA obtenido con bisulfito de sodio, 

utilizando el kit EpiJET Bisulfite Conversion Kit siguiendo las indicaciones del 

fabricante. El DNA obtenido, posterior a la modificación con bisulfito, se utilizó 

inmediatamente o se almacenó a -80°C hasta su uso. Para evaluar la metilación de 

los genes RARβ, THBS1, CALCA, CDKN2A y VAV3 se realizó PCR-SM (PCR 

Sensible a Metilación) del DNA modificado con bisulfito de sodio. Los iniciadores 

utilizados fueron: RARβ Metilado 5´- GGATTGGGATGTCGAGAAC-3´y 5´- 

TACAAAAAACCTTCCGAATACG-3´, para RARβ No Metilado 5´- 

AGGATTGGGATGTTGAGAATG-3´ y 5´- TTACAAAAAACCTTCCAAATACA-3´ 

(Narayan et al., 2003); para analizar THBS1 Metilado 5´- 

TGCGAGCGTTTTTTTAAATGC-3´ y 5´- TAAACTCGCAAACCAACTCG-3', para 

THBS1 No Metilado 5´- GTTTGGTTGTTGTTTATTGGTTG-3' y 5´- 

CCTAAACTCACAAACCAACTCA-3' (Guo et al., 2010); para CALCA Metilado 5´- 

TTTTAGGTTTTGGAAGTATGAGGGTGATG -3´y 5´- TTCCCACCACTATAAATCA-3´, 

para CALCA No Metilado 5´- GTTTTGGAAGTATGAGGGTGACG-3´ y 5´- 

TTCCCGCCGCTATAAATCG-3´ (Ismail et al., 2011) CDKN2A Metilado 5´- 

GTAGGGTTTAGAGTCGTTTCGA-3´y 5´- AACTACAAACTAAAACCCACGC-3´, para 

CDKN2A No Metilado 5´- CGTAGGGTTTAGAGTTGTTTTGA -3´ y 5´- 

AACTACAAACTAAAACCCACACA-3´ (Lima et al., 2008). Los productos fueron 

visualizados en geles de agarosa al 2% y teñidos con bromuro de etidio. 
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Análisis estadístico 

El análisis de expresión de las DNA metiltransferasas se realizó en el software 

PikoReal 2.2 y el análisis estadístico en el programa SigmaPlot 10.0. Se consideró 

un valor de p estadísticamente significativo cuando éste fue <0.05. 

 

Resultados 

Se evaluó el efecto de E6 de VPH 16 E-prototipo y variantes sobre la 

expresión de las 3 principales enzimas involucradas en la regulación de metilación 

del DNA (DNMT1, DNMT3A y DNMT3B) en la línea celular C33-A.  

Al comparar los niveles de RNAm de la enzima DNMT1 en la línea celular 

C33-A transfectada establemente con E6 del VPH16 E-Prototipo con las variantes E-

G350, AA-a y AA-c de VPH16, se encontró una disminución de DNMT1 en las 

células con E6 de las variantes E-G350 y AA-c en relación a las células con E6 de la 

E-Prototipo (Figura 1.a). La expresión de la enzima DNMT3A mostró una disminución 

significativa en las células con E6 de la variante AA-c (Figura 1.b). De manera similar 

a lo encontrado con DNMT1 y DNMT3A, los niveles de DNMT3B disminuyeron de 

manera significativa en las células con E6 de la variante AA-c (Figura 1.b)  

El análisis de metilación mediante PCR-SM para RARβ, THBS1, CALCA y 

CDKN2A no mostró cambios de metilación en el promotor de alguno de los genes 

señalados en ningún grupo de células transfectadas con E6 (Cuadro 1).  

 

Discusión 

En el presente estudio se determinó el efecto que tiene la oncoproteína E6 E-

Prototipo del VPH-16 y E6 de las variantes E-G350, AA-a y AA-c en la línea celular 

C33-A en la expresión de las principales enzimas involucradas en la regulación de 

metilación del DNA, además se evaluó si E6 posee la capacidad de modificar la 

metilación en promotores de genes supresores de tumor en la misma línea celular. 

Al comparar los niveles de expresión de DNMT1 en la línea celular C33-A 

transfectada establemente con E6 de VPH16 E-Prototipo, E-G350, AA-a y AA-c, se 

encontró que E6 de las variantes E-G350 y AA-c disminuyen de manera significativa 

la expresión de esta DNA metiltranferasa en comparación con E6 de VPH16 E-
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Prototipo (figura 1a), este resultado no coincide con lo reportado por Yeung y cols., 

quienes encontraron una regulación positiva de E6 sobre la expresión de DNMT1 en 

la línea celular SiHa (Au Yeung et al., 2010).  

DNMT3A es una proteína cuyos niveles de expresión se encuentran elevados 

en muestras de CaCU y líneas celulares VPH positivas al compararlas con líneas 

celulares VPH negativas (Sartor et al., 2011, Lechner et al., 2013, Luczak et al., 

2012). En el análisis realizado se observó una disminución significativa en el nivel de 

RNA mensajero de DNMT3A causado por la presencia de E6 de la variante AA-c al 

ser comparadas las E6 de las diferentes variantes del VPH16 (E-G350, AA-a y AA-c) 

con E6 de VPH16 E-Prototipo (figura 1b). Esta disminución encontrada es similar a lo 

reportado en queratinocitos humanos que al ser transfectados con VPH16 no 

presentan cambios significativos en los niveles proteícos de DNMT3A (Leonard et al., 

2012), lo que sugiere que E6 del VPH-16 variante AA-c puede regular negativamente 

la expresión de DNMT3A.  

La enzima DNMT3B es una DNA metiltransferasa relacionada con el 

desarrollo de cáncer, y los niveles tanto proteicos como de RNAm se encuentran 

elevados en cáncer (Luczak et al., 2012). Los resultados obtenidos en este trabajo 

reflejan una disminución en los niveles de RNA mensajero de DNMT3B en las células 

que expresan E6 de las variante AA-c del VPH16 al ser comparadas con células que 

expresan E6 de VPH16 E-Prototipo (figura 1c), lo cual puede ser comparable con 

datos obtenidos en muestras de mucosa oral con diagnóstico VPH-16 positivo en las 

cuales se observó una ligera disminución de la expresión de DNMT3B conforme la 

displasia aumentó (Fonseca-Silva et al., 2012). 

Con esto podemos deducir que sólo E6 de la variante AA-c induce una 

disminución estadísticamente significativa (p < 0.05)en la expresión de las tres DNA 

metiltransferasas estudiadas.  

Considerando que las variantes del VPH16 pudieron regular de manera 

diferencial la expresión de las DNA metiltransferasas, se evaluó si estas diferencias 

tienen un efecto en la metilación de genes celulares, principalmente en genes que 

tienen participación en la regulación del ciclo y diferenciación celular (Ismail et al., 

2011, Narayan et al., 2003), debido a que se ha observado que la metilación en 
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promotores de genes celulares se ve alterada durante el proceso cancerígeno 

(Lendvai et al., 2012, Wentzensen et al., 2009, Yang, 2013). 

Los genes analizados en este estudio fueron: RARβ el cual se ha descrito 

como un gen regulador de crecimiento y diferenciación celular (Rochette et al., 2011); 

THBS1, un inhibidor de angiogénesis (Simantov and Silverstein, 2003), CALCA, un 

gen involucrado en el metabolismo del calcio sin funciones específicas claras 

(Huebner et al., 2006) cuya metilación ha sido asociada con la presencia de cáncer 

(Brait et al., 2008, Liggett et al., 2011, Loyo et al., 2011) y el gen CDKN2A, que es 

considerado un gen supresor de tumor y cuya desregulación ha sido asociada en 

cáncer (Foulkes et al., 1997). Sumado a esto, previamente se ha descrito que la 

metilación en los respectivos promotores de estos genes se incrementa con la 

presencia de VPH16/18 (Leonard et al., 2012). 

El análisis de la metilación mediante PCR-SM no mostró cambios en la 

metilación del promotor de RARβ en las células que expresan E6 de las variantes del 

VPH16 (Cuadro 1). Como antecedente, se tiene que en casos de cáncer RARβ se 

encuentra silenciado a consecuencia de que la metilación en su promotor se ve 

incrementada conforme progresa la lesión (Narayan et al., 2003). 

En el caso de THBS1 tampoco se encontraron diferencias en la metilación de 

su promotor en las células que expresan E6 E-Prototipo o E6 variantes E-G350, AA-a 

y AA-c del VPH16 (Cuadro 1). Este gen se localiza metilado en muestras de cáncer 

cervicouterino (Kang et al., 2006), y la metilación de su promotor aumenta con la 

presencia de VPH de alto riesgo (Leonard et al., 2012).  

Para el caso de los genes CALCA y CDKN2A, se esperaba que al existir 

disminución de la expresión de las DNA metiltransferasas existiera también una 

disminución de su metilación ya que en muestras de cáncer cervical se ha 

encontrado metilado al promotor de esto genes (Virmani et al., 2001, Siegel et al., 

2015, Yang et al., 2004). 

Los resultados sugieren que la alteración en la expresión de las DNA 

metiltransferasas inducido por E6 de las diversas variantes de VPH16 no modifica la 

metilación en los genes analizados. 
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Figura 1. Efecto de E6 de variantes del VPH-16 en la expresión de DNA metiltransferasas.  Expresión 

relativa de las DNA metiltransferasas (A) DNMT1, (B) DNMT3A y (C) DNMT3B en células C33-A 

transfectadas con E6 E-Prototipo y E6 de las variantes E-G350, AA-a y AA-c de VPH16.  
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Cuadro 1. Estado de metilación de genes supresores de tumor en C33-A transfectada con E6 de 

E-Prototipo y variantes del VPH16. 

Variante de E6 del VPH16 

transfectada en C33-A 

Estado de Metilación del promotor de los genes: 

RARβ THBS1 CALCA CDKN2A 

E-Prototipo 
 

No Metilado 

 

No Metilado 

 

 Metilado 

 

 Metilado 

E-G350 
 

No Metilado 

 

No Metilado 

 

 Metilado 

 

 Metilado 

AA-a 
 

No Metilado 

 

No Metilado 

 

 Metilado 

 

 Metilado 

AA-c 
 

No Metilado 

 

No Metilado 

 

 Metilado 

 

 Metilado 
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Discusión  

Actualmente existe un amplio grupo de técnicas enfocadas en la detección del 

VPH en muestras citológicas e histológicas, algunos ensayos se han basado en 

amplificación de señal a nivel molecular, otros más en marcadores celulares 

(Zaravinos et al., 2009), sumado a lo anterior, se ha puesto de manifiesto que la 

integración viral al genoma celular es un evento frecuente en  LEIAG y el CaCU 

(Matovina et al., 2009, Rousseau et al., 2007).  

Existen algunos estudios que han comparado técnicas moleculares y 

citológicas para la detección de VPH-AR (Biedermann et al., 2004, Graf et al., 2000) 

y algunos otros se han enfocado en comparar técnicas de integración viral (Fujii et 

al., 2005, Gao et al., 2013, Hopman et al., 2005), sin que hasta ahora exista una 

técnica que determine la integración viral con una certeza del 100%, debido a esto, 

este trabajo se enfocó en determinar la concordancia entre las técnicas HIS, 

proporción E6/E2 del VPH16/18 determinada por PCR en tiempo real y metilación del 

gen L1 de estos genotipos virales para determinar el estado físico de estos tipos 

virales.  

Los resultados obtenidos, indican claramente que al menos por dos de las tres 

técnicas utilizadas para determinar integración (HIS y metilación en L1) se observa 

una disminución en el porcentaje de muestras que presentan al virus en su estado 

episomal y un incremento en la integración de acuerdo al grado de lesión cervical y 

los casos de carcinoma estudiados, en el caso de la PCR en tiempo real, los 

resultados no presentan una tendencia definida en relación al estado físico con el 

diagnóstico (resultados mostrados en la tabla 1 del capitulo 1). 

 De manera general, los datos obtenidos concuerdan con reportes previos del 

aumento de integración viral en lesiones de alto grado y cáncer en relación con 

aquellas muestras de citología normal y/o lesiones de bajo grado que presentan 

infección con VPH16/18, del mismo modo, se observó el incremento de la metilación 

en el VPH16/18 como en otros reportes (Brandsma et al., 2009, Oka et al., 2013). En 

el caso de los resultados con tiempo real, tienen diferencia con lo reportado en otros 

estudios (Canadas et al., 2010).  
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Con respecto al analisis de concordancia, podemos observar que las tres 

técnicas pueden ser útiles en la determinación de integracion viral, si consideramos 

que los porcentajes de concordancia entre técnicas fueron de 75% y 95.4% para 

PCR en tiempo real-Metilación de L1 y PCR en tiempo real-Hibridación in situ 

respectivamente (tabla 2 del capitulo 1). Algunos estudios han intentado realizar 

análisis de comparación entre diferentes técnicas para la detección de VPH 

(Biedermann et al., 2004, Graf et al., 2000) y de integración viral (Fujii et al., 2005, 

Gao et al., 2013, Hopman et al., 2005), la diferencia del presente estudio con otros 

realizados, es el hecho de comparar muestras de los diferentes grados de lesión 

citológica (citología normal con infección, lesión escamosa de bajo grado, lesión 

escamosa de alto grado y cáncer) por tres diferentes técnicas y no sólo de dos como 

se habia analizado en los estudios previos mencionados.  

Además, un punto interesante de enfoque realizado en el presente trabajo fue 

valorar la importancia de determinar la metilación sitio específica en el gen L1, si 

bien, algunos autores lo han sugerido previamente (Lorincz et al., 2013, Mirabello et 

al., 2013), solo Louvanto  y colaboradores se centraron en dos sitios CpG específicos 

situados en el gen L1 (Louvanto et al., 2015). Con los resultados obtenidos en este 

estudio se propone a los sitios 5608 y 5617 como los más importantes en el 

prónostico del desarrollo de cáncer, al presentar los OR con significancia estadistica 

(figura 2a del capítulo 1). Con esta información, hasta ahora, se propone la 

realización de PCR sensible a metilación para valorar la metilación solamente en 

estos sitios CpG y establecer un pronóstico de integración viral. 

La segunda parte del trabajo se enfocó en valorar el efecto que tiene E6 de las 

variantes E-G350, AA-a y AA-c del VPH16 en la expresión de DNA metiltransferasas 

y la modificación de la metilación en promotores de genes supresores de tumor. Con 

el antecedente previo de la capacidad que tienen las variantes de E6 de regular tanto 

positiva como negativamente la expresión de genes (Zacapala-Gomez et al., 2015) y 

del VPH de alto riesgo de alterar la metilación de una gran cantidad de genes 

(Leonard et al., 2012), se evalúo la expresión de DNA metiltransferasas y la 

metilación en genes supresores en RNA y DNA de celulas C-33A transfectadas 

establemente con E6 de diferentes variantes del VPH16. 
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En la primera parte de este análisis, se valoró la expresión de las tres DNA 

metiltransferasas más importantes en la regulación epigenética (DNMT1, DNMT3A y 

DNMT3B) mediante PCR en tiempo real de RNA de células C-33A transfectadas 

establemente con E6 Prototipo y  de las variantes E-G350, AA-a y AA-c del VPH16 

obtenidas en un estudio previo (Zacapala-Gomez et al., 2015). Para el caso de 

DNMT1 se observó una ligera disminución de su expresión en presencia de las tres 

variantes de E6 al ser comparadas con E6 Prototipo, siendo esta disminución 

estadísticamente significativa en presencia de E6 E-G350 y AA-c (Figura 1.a capítulo 

2), este resultado puede ser un factor que esté involucrado en la regulación de la 

metilación presente en cáncer, debido a que, de manera general existe un estado de 

hipometilación global en la mayoría de los cánceres humanos (Esteller, 2005); 

aunque particularmente se ha visto incrementado el nivel de DNMT1 en cáncer, con 

metodologías de valoración diferente a la utilizada en el presente estudio (Sawada et 

al., 2007). 

 En lo referente a DNMT3A, la expresión se encontró disminuida con la 

presencia de la variante AAc en referencia a E6 Prototipo, mientras que en presencia 

de E6 variante AA-a se observó un ligero incremento sin llegar a ser este cambio 

estadisticamente significativo (Figura 1.b capítulo 2). Los niveles de DNMT3A 

previamente han sido evaluados sin llegar a tener una expresión diferencial marcada 

en presencia del VPH16/18 (Leonard et al., 2012). 

Para el caso de DNMT3B, existió una disminución significativa cuando las 

celulas fueron transfectadas con la E6 variante AA-c (Figura 1.c capitulo 2), se ha 

reportado que los niveles de DNMT3B se incrementan en cáncer en comparación de 

cuando es medida en muestras sin cáncer (Luczak et al., 2012), además, en la 

infección con VPH-AR, al valorarse por inmunohistoquímica se observa un 

incremento de esta proteina (Leonard et al., 2012), cabe señalar que E6 de la 

variante AA-c  fue la oncoproteína que alteró el mayor número de genes al ser 

transfectada en C-33A (Zacapala-Gomez et al., 2015), por lo que es probable que 

tanto DNMT1 como DNMT3B presenten expresión diferente al realizar este análisis.  

En el análisis de expresión de genes en las células transfectadas con E6 de 

las diferentes variantes del VPH16 se observó desregulación transcripcional en un 
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gran número de ellos, dentro de los cuales se localizan varios involucrados en 

procesos claves relacionados con cáncer (Zacapala-Gomez et al., 2015), entre estos 

se eligieron dos genes, THBS1 y RARB los cuales se ha reportado son regulados vía 

metilación (Li et al., 1999; Widschwendter et al., 2000); y de los genes CALCA y 

CDKN2A, de los cuales se tiene el reporte de que su metilación incrementa con la 

presencia de VPH-AR (Leonard et al., 2012). Se evaluó si la metilación era diferente 

de acuerdo al tipo de variante de E6 transfectada en las células C-33A. Respecto a 

esto, no se observaron cambios del estado de metilación (Cuadro 1 capítulo dos), lo 

que es un indicador de que la metilación en estos genes no es regulada a través de 

E6, y si existe una desregulación de dos de los cuatro genes evaluados, dicha 

desregulación no es ocasionada por la metilación de su promotor, o al menos no de 

la región que fue analizada esta ocasión. 
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