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RESUMEN

La prueba de Papanicolaou es responsable de una reduccidon significativa de la morbilidad y la
mortalidad por cdncer cervicouterino, aunque su sensibilidad y especificidad son relativamente
bajas. Con la finalidad de incrementar la precisiéon del diagndstico de cancer cervicouterino por
medio de estudios citoldgicos e histopatoldgicos, diversos marcadores complementarios han sido

INK4A "es considerado el

evaluados y algunos de ellos ya han sido incorporados a la clinica. pl16
marcador inmunocitoquimico de mayor certeza para el diagndstico de cdncer cervicouterino. Por
otro lado, con base en nuestra propia investigacién y algunos reportes experimentales, nosotros

ARF buede ser un marcador complementario mas util.

consideramos que p14
En la parte inicial de este trabajo realizamos un andlisis sistematico por inmunocitoquimica,
inmunofluorescencia y Western blot de 20 marcadores atribuidos a cancer cervicouterino. La
mayoria de los marcadores no discriminaron entre las lineas celulares de cancer infectadas con el
virus del papiloma humano vy otras lineas celulares, solo p16™*** y p14***mostraron ser altamente
especificos para las lineas celulares de cancer cervicouterino. Nuestros hallazgos sugieren que
p16™“** y p14"* son dos marcadores que, evaluados conjuntamente con los estudios citoldgicos
aumentan la precisidon del diagndstico de las lesiones pre-neoplasicas y neoplasicas del cérvix
uterino.

Debido a la importancia del p14*%, decidimos estudiar experimentalmente algunos de los
mecanismos de control de su expresién y para ello tomamos como modelo la transfeccion con los
oncogenes E6 y E7 provenientes del virus del papiloma humano tipo 18, el cual tiene tres variantes
intra-tipo: Asiatico-Amerindia, Europea y Africana. Cada una de ellas presenta diferencias
significativas en la secuencia del gen E6 y por “alternative splicing” (corte y ensamble alternativo)

producen acidos ribonucleicos mensajeros para las proteinas E6 completa y trunca (E6*). El gen E7

muestra minimas diferencias entre variantes.
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Se sabe que E6 y E7 actuan como reguladores negativos de las proteinas supresoras de tumor p53

ARF

vy Rb e indirectamente regulan la expresiéon de p14™, por ello era probable que la expresion de

p14*% presentara diferencias entre variantes, posibilidad que no habia sido estudiada

suficientemente. Con la finalidad de analizar la participacion de E6 y E7 en la regulacion de la

ARF

expresion de p14™", células de la linea MCF-7, derivadas de cdncer de mama y que carecen de

secuencias de virus del papiloma humano fueron transfectadas con variantes de E6, E6* y E7. Se
determind por RT-PCR el patrdn transcripcional de estos genes, confirmando asi la transfeccion y
co-transfeccion de estas células. En las células transfectadas con las variantes de E6 y E6* se
observaron los transcritos E6 y E6* en diferentes proporciones. Con la variante Asiatico-Amerindia

la proporcidn fue E6>E6*, mientras que con Europea, Africana y E6* la proporcién fue E6*>E6.

ARF

La expresiéon de pld™ y p53 fueron evaluadas por inmunocitoquimica y Western blot y

correlacionadas con el patrén transcripcional de los oncogenes virales.

ARF

El patron E6>E6* se asocid con baja expresion de p53 y niveles altos de p14™". El patrén E6*>E6 se

ARF

asoci6 con niveles altos de p53 y expresion baja de p14™%. La expresion de p14*%F después de la

transfeccidon con E7 fue alta, sin mostrar diferencias entre variantes. En conclusidn, la relaciéon

E6/E6* difiere con cada variante y afecta la expresion de p14”*

. Estos hallazgos podrian explicar
algunas de las diferencias en carcinogenicidad de las variantes del virus del papiloma humano tipo

18.
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ABSTRACT

Pap test is responsible for a significant reduction in morbidity and mortality attributed to cervical
cancer, but its sensitivity and specificity is relatively low. In order to increase the accuracy of
cytological examination, several complementary markers have been suggested and some of them

INK4A

have already been incorporated into the clinical practice. pl6 is now considered the

immunocytochemical marker of choice for cervical cancer. Based on previous reports and from our

own results we propose that p14”%

could be a complementary marker to improve the accuracy of
cytological studies. In the first part of our experimental work, we conducted a systematic analysis
of twenty markers attributed to cervical cancer by immunocytochemistry, immunofluorescence
and Western blot analysis. Most of these markers did not distinguish between human papilloma
virus infected cancer cell lines and other cancer cell lines. Only p16™“** and p14™* showed to be
highly specific for cervical cancer, we found that p16™“** and p14”*" are complementary markers
and that they should be evaluated concurrently with the cytological assessment to increase the
accuracy of diagnosis of cervical cancer. In the second part of our work we performed transfection
with oncogenes E6 and E7 of human papilloma virus 18 as an experimental model. This virus has
three variants: Asian-Amerindian, European and African. Each variant presents major differences
in the E6 gene sequence. This gene, by "alternative splicing" generate two types of messenger
ribonucleic acids codifying for complete and truncated E6 proteins (E6 and E6%, respectively). The

E7 gene shows only minor differences between intra-type variants. Both oncoproteins, E6 and E7,

act as negative regulators of tumor suppressor protein p53 and Rb and indirectly regulate the

ARF ARF

expression of p14™™", so it is likely that the expression of p14™" manifests differences between
variants even when this possibility has not been sufficiently explored. In order to analyze the role
of E6 and E7 in the regulation of p14"%" expression, MCF-7 breast cancer-derived cells, totally

devoid of HPV sequences, were transfected with E6, E6* and E7. The transcriptional pattern of
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these genes was assessed by RT-PCR, so confirming the successful transfection of these cells with
the genetic sequences. Both, E6 and E6* transcripts, albeit in different proportions were observed
in cells transfected with anyone of the variants. With the Asian-Amerindian variant, the ratio was
E6>E6*, whereas with the European, the African and with E6*, the ratio was E6*>E6. Expression of
p53 and p14*% were assessed by Western blot and immunocytochemical methods, whose findings
were correlated with the transcriptional pattern of viral oncogenes. The pattern E6>E6* was

consistently associated with a lowered expression of p53 and high levels of p14**

. The pattern
E6*>E6 was associated with high levels of p53 and a p14**" lowered expression. After transfection
with E7, p14™® expression was high. In this respect, no differences between variants were
observed. It can be concluded that expression of both, p14** and p53, is affected by the E6/E6*

ratio, consequently, it differs with each variant. These findings may explain some of the

differences of pathogenicity observed among variants of human papillomavirus type 18.
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1. CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino (CaCU) generalmente conlleva un lento transcurrir evolutivo que
puede ir de 15 a 25 aiios, por lo que se han podido establecer los diferentes estadios de Ia
enfermedad. La historia natural del CaCU se inicia con cambios intraepiteliales que
pueden conducir al carcinoma invasor, estos cambios se caracterizan por el reemplazo
progresivo de las células epiteliales por células inmaduras atipicas, comenzando por las
células del estrato basal hasta el reemplazo total del epitelio del cérvix, denominandosele
carcinoma in situ (CIS) cuando no hay invasion aparente del estroma subyacente.
Histolégicamente esta progresiéon ha sido descrita en términos de displasia (leve,
moderada y severa). En general, las displasias se presentan en mujeres mayores de 20
afios, el cancer in situ se presenta entre los 30 y 39 afos y el carcinoma invasor después
de los 40 afios, lo que confirma la progresién de la enfermedad en el tiempo. La mayoria
de las displasias leves revierten espontdneamente en el curso de algunos afos vy
solamente entre el 15 y 25% de las lesiones progresan. Por el contrario, las displasias
moderadas, graves y los carcinomas in situ revierten en pocos casos, siendo su conducta
mas frecuente la persistencia o progresién (Woodman, 2007).

En 1988, se desarrollé el sistema Bethesda para informar los resultados de los extendidos
de Papanicolaou con la finalidad de dar a conocer la interpretacion citolégica al ginecélogo
de un modo claro. Previo a este sistema, los laboratorios generalmente utilizaban el
sistema numeérico de clases de Papanicolaou o el término de displasia, en la practica
clinica ambos métodos carecen de reproducibilidad entre observadores. En el sistema
Bethesda la interpretacion de los resultados de las citologias se divide en dos grandes

grupos: Negativa, cuando hay células epiteliales sin atipia y Positiva cuando hay células
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epiteliales con atipia. Las anormalidades de las células epiteliales escamosas se subdividen

en cuatro categorias. La primera categoria corresponde a células escamosas atipicas con

cambios sugestivos, pero insuficientes para hacer un diagndstico de Lesiéon Escamosa

Intraepitelial e incluye a los ASC-US (Atypical Squamous Cells of Undetermined

Significance) y ASC-H (Atypical squamous cells-cannot exclude high-grade squamous

intraepithelial lesion). La segunda categoria son las lesiones intraepiteliales de bajo grado

gue incluyen la presencia de koilocitos y la displasia leve o NIC I. La tercera categoria son

las lesiones intraepiteliales de alto grado y abarcan la displasia moderada (NIC 1), la

displasia severa y el carcinoma in situ (NIC Ill). El carcinoma de células escamosas

corresponde a la cuarta categoria (Tabla 1). En categorias separadas se incluyen las

anomalias epiteliales glandulares (Solomon, 2005).

Tabla 1. Comparacion de las cuatro clasificaciones usadas para el informe del resultado de citologia cervical (IARC, 2005).

Sistemade
clasificacién
Papanicolaou

Clasel

Clasell

Clase lll

Clase IV

Pf

Clase v

Organizacion
mundial de la
salud
OoMs

Displasias

Leve Moderada Severa

Carcinoma in situ

Carcinoma
microinvasor e
invasor

NIC
(Richart)

NICI NIC2

NIC 3

Carcinoma
invasor

Sistema
Bethesda

Dentro de
limites
normales |

Cambios
celulares
ASC-US
ASC-H

Lesian
intra
epitelial
escamosa
de bajo

grado

Lesién intra
epitelial escamosa de alto grado

Carcinoma
invasor
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1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER CERVICOUTERINO

En la década anterior, a nivel mundial el CaCU fue la segunda causa mas comun de muerte

en mujeres, en la actualidad ocupa el tercer lugar en incidencia y la cuarta posicion como
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causa de muerte, al 2008 se contabilizaron 529,800 nuevos casos de CaCU y 275,100
defunciones. Mds del 85% del registro de casos y muertes por esta patologia ocurre en los
paises en desarrollo, en Africa se han registrado 53,000 defunciones, en América Latina y
el Caribe 31,400y 159,800 en Asia (Ferlay, 2010; Jemal, 2011).

En México, a partir del afio 2006 el numero de defunciones por cancer de la mama fue
superior al numero de defunciones por CaCU, con lo que se convirtié en la segunda causa
de muerte en mujeres en el grupo de edad de 30 a 54 afos (Mohar, 2009). Para el 2008 el
numero de defunciones por CaCU fue de 4,031 con una tasa de 7.4 por 100,000 mujeres
(SINAIS.SSA, 2011). El Programa Nacional de Salud 2007-2012 con miras al aifio 2030, en la
meta 1.6 sefala “Disminuir en 27% la tasa de mortalidad por CaCU por 100,000 mujeres
de 25 afios y mas” (Programa Nacional de Salud, 2007-2012). En resumen, el CaCU

continta siendo tema prioritario de salud en nuestro pais y el mundo.

1.2. EL CANCER CERVICOUTERINO Y EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
El cientifico aleman Harald zur Hausen descubrié el papel importante del virus del
papiloma humano (VPH) en la etiologia del CaCU, razén por la cual obtuvo el Premio
Nobel de Medicina en el 2008. Actualmente se han descrito cerca de 150 tipos de VPH, de
los cuales aproximadamente 40 infectan el epitelio escamoso del tracto ano-genital,
separandose en dos categorias, virus de bajo riesgo (BR), tipos: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72 y 81, y virus de alto riesgo (AR), tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56, 58 y
59. Los tipos: 26, 66, 68- 73 y 82 también se han asociado con CaCU en algunos estudios
de casos y controles, sin embargo la prevalencia de éstos en los casos es muy baja. Por

otro lado, los virus de BR estan asociados con enfermedades benignas como condilomas
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acuminados o verrugas genitales, mientras que los virus de AR son causantes de displasias
severas y CaCU (Bosch, 2011).

El término CaCU incluye las neoplasias malignas de origen epitelial que se desarrollan en la
union del epitelio cilindrico con el epitelio escamoso o zona de unidn escamo-columnar
(Alonso, 2000). Recientemente se ha reportado que una discreta poblacién celular
localizada en la zona de unidn esta implicada en la patogénesis del CaCU asociado a la
infeccion por VPH-AR, esta poblacién celular es morfolégicamente distinta, con un perfil
de expresidn génica e inmunofenotipo definido (Herfs, 2012). En lineas celulares derivadas
de CaCU con VPH tipos 16 (SiHa, CaSki) y 18 (HelLa y C4-I), también se ha reportado que las
células iniciadoras del cancer expresan marcadores caracteristicos de células “stem”
(Lopez, 2012).

Histolégicamente, dos son los carcinomas mads frecuentes; el carcinoma epidermoide
(cerca del 85% de todos los casos) y el adenocarcinoma (con 10-12% de todos los casos).
Otros tipos de carcinoma, como el carcinoma adenoescamoso, carcinoma adenoideo
quistico y carcinoma neuroendocrino constituyen el restante 3-5% de casos (Tavassoli,
2003). Dentro de la etiologia multifactorial que caracteriza el desarrollo del CaCU se
destaca la participacion primordial que tiene la infeccidn persistente con genotipos de AR,
principalmente VPH-16 y VPH-18 (Walboomers, 1999) demostrada por numerosos
estudios epidemioldgicos multicéntricos (Bosch, 2011). No obstante, no todas las
infecciones conducen al desarrollo del fenotipo maligno y en la mayoria de los casos se
resuelven espontdaneamente. Solamente una pequefia fraccién, que puede ir del 1 al 2%

progresa a CaCU (Alonso, 2000). El hecho de que sdlo una minoria de infecciones
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persistentes por VPH progrese a cancer sefiala la existencia de co-factores que deben
estar presentes para que se dé la transformacion (Tabla 2) (Carter, 2011).

En el 2006 la U.S. Food and Drug Administration (Schiffman, 2007) aprobd dos vacunas
profilacticas contra el VPH para su aplicacidon a la poblacidn que no haya iniciado actividad

sexual.

Tabla 2. Factores asociados con CaCU

Del hospedero Virales

Genéticos* VGenotipo
Inmunologicos Variantes intra-tipo
Historia personal** Cargaviral

Co infecciones Integracion viral
Edad

*Fenotipo HLAs, polimorfismo de p52 y MTHFR. **Paridad, habito de fumar, uso
de anticonceptivos orales, terapia dereemplazo hormonal, actividad sexual, dieta.

(Elaborado a partir de Burd, 2003 y Carter, 2011)

La particula viral del VPH tiene un didametro de 55 nm y una estructura icosaédrica
compuesta por 72 capsémeros (60 hexdmeros y 12 pentameros) sin envoltura lipidica. Su
genoma esta constituido por ADN circular de doble cadena con una longitud aproximada
de 8.000 pares de bases, y esta dividido en una regién codificante y una regién no
codificante (Mufioz, 2006; Zheng, 2006).

La region codificante, que puede comprender hasta diez marcos de lectura, se localiza en
una de las cadenas de ADN, los marcos de lectura de esta regién transcriben ARN
mensajeros policistréonicos. Se divide en una regidon de expresion temprana
(aproximadamente 50% del genoma) y una regién de expresion tardia (40% del genoma
viral). Los genes de expresion temprana que estan relacionados con la modulacion de los
procesos de replicacién y transcripcidon viral son E1 y E2. Es asi como el gen E1 estd

asociado con el proceso de iniciacion y elongaciéon de la replicaciéon viral, E2 con la
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regulacién del promotor viral, el inicio de la replicacién y el mantenimiento del estado
episomal. E4 se encuentra en esta regién, aln cuando se expresa de manera tardia,
participa en la maduraciéon y liberacién de particulas virales mediante la lisis de
gueratinas. Los genes de la region de expresién temprana que codifican para las proteinas
implicadas en la inmortalizacién y transformacién celular, son: E5, E6 y E7. E5 interactua
con el EGF (factor de crecimiento epidérmico), que facilita el proceso de transformacion
mediado por E6 y E7, estos Ultimos principalmente participan en la inactivacion de las
proteinas supresoras de tumores p53 y pRB respectivamente. En el caso de los VPH-AR los
genes E6 y E7 se transcriben como transcritos lineares bicistronicos y transcritos
policistrénicos procesados, en el caso del VPH-16 por “alternative splicing” se forman
cuatro transcritos a partir de E6, denominados E6* I-IV, mientras que para el VPH-18 se
forman el transcrito E6 completo y E6* truncado, que codifican para las proteinas E6, E6*

y E7.

La regidn de expresidn tardia contiene a los genes L1 y L2 que codifican para las dos
proteinas estructurales de la cdpside viral. La proteina L1 constituye el componente
principal de ésta y presenta una secuencia altamente conservada entre los VPHs. La
proteina L2 es un componente adicional de la estructura de la cdpside y posee una

estructura menos conservada entre estos virus (Zheng, 2006; Maufort, 2010).

La region larga de control, del inglés Long Control Region (LCR), tiene el mas alto grado de
variacion en el genoma viral. No tiene marcos de lectura, por lo que no codifica para
proteinas, es de aproximadamente 400 a 1,000 pb (10% del genoma viral) y contiene los

elementos promotores en cis-necesarios para la regulacién del inicio de la replicacién y
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expresion génica. En los VPH oncogénicos los transcritos se inician a partir de dos
promotores principales, uno de ellos se encuentra localizado arriba del marco de lectura
de E6 y activa la expresidén de los genes tempranos antes de que inicie la replicaciéon
productiva. En los VPHs 16 y 31 es el promotor P97 y en el VPH-18 es el promotor P105. El
otro promotor, denominado tardio, se activa cuando se inicia la replicacion productiva y
dirige la expresién de diferentes inicios de la transcripcion localizados alrededor de la

posicion 742 (Zheng, 2006; Maufort, 2010) (Tabla 3).

Tabla 3. Genes virales de expresion temprana y tardia, proteinas que codifican, peso y
funcion (Elaborado a partir de Zheng, 2006 y Maufort, 2010).
REGION EXPRESION GENES  PROTEINAS  (Kd) FUNCION
v | % | %) | T " Regulacion cfe la funcion episomal
(ATPasa, helicasa)
E2 E2 48 Regulacion de la transcripcion de E6 y E7
Liberacion de las particulas virales, rompe
E4 E4 10-44
estructuras de citoqueratina
Regulacion de la proliferacion celular.
TEMPRANA  E5 E5 14 Accion  con receptores de crecimiento
CODIFICANTE (EGF/PDGF)
Multifuncionalidad en la transformacién e
E6 E6 16-18 | . q
inmortalizacion celular. Degrada p53.
Multifuncionalidad en la transformacion e
E7 E7 ~ 10 inmortalizacion celular. Bloquea la divisién
celularnormal al inactivar pRb
p L1 L1 51 Componente mayor de la capside viral
TARDIA -
L2 L2 43-53  Componente menor de la capside viral
Ubicacion del origen de replicacion viral,
NO CONTROL LCR promotor e intensificador de la
CODIFICANTE transcripcionde E6 y E7

Los VPHs son estrictamente epiteliotrdpicos y su ciclo esta estrechamente relacionado con
la diferenciacién de las células escamosas epiteliales y la evasidon del sistema inmune del
huésped. Durante una relacién sexual micro-abrasiones dentro del epitelio escamoso
permiten que los VPHs sean depositados y se unan a las células del estrato basal. Los virus
experimentan un cambio en su conformacién lo que permite que entren a las células via

endocitosis, proceso que toma entre dos y cuatro horas, después de que esto ocurre, la
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proteina que los envuelve se descompone y el ADN viral es encaminado al nicleo donde
gueda en forma episomal y separado del ADN del huésped. Lo anteriormente descrito se
asocia usualmente con una baja carga viral y ausencia de anormalidades citoldgicas
(Schiller, 2010). Las proteinas tardias, L1 y L2, que conforman la cdpside viral, son
producidas para ensamblar a los viriones. El ensamble de los virus ocurre en las células del
epitelio escamoso en maduracion y la liberacion de éstos en las células escamosas
superficiales diferenciadas. En el caso de que se dé lugar a la transformacidn maligna, los
productos proteicos de la expresién de los genes tempranos E6 y E7 participan en dicho
proceso caracterizado por la persistencia de la infeccidn, la integracién del genoma viral y
la transformacion celular. La integracién del ADN del VPH en el ADN de la célula huésped
es mediante la interrupcién del gen E2, permitiendo que el genoma circular se abra para
convertirse en lineal, en consecuencia ocurre el cese de la sintesis viral y la desregulacion

de la expresion de E6 y E7 (Carter, 2011).

1.2.1. LAS ONCOPROTEINAS VIRALES E6, E6* Y E7
Las propiedades transformantes de los VPHs de AR residen principalmente en los genes E6
y E7 los cuales se expresan constitutivamente en las neoplasias malignas cervicales y en
las lineas celulares derivadas de CaCU positivas a VPH (zur Hausen, 1995), E6 y E7 son por
tanto dos factores carcinogénicos directos para el desarrollo de lesiones precursoras y el
CaCU (Ganguly, 2009). Se han descrito dificultades en la deteccidon de los productos
proteicos de los genes E6 y E7 (Wise-Draper, 2008), esto es verdad sobre todo en lo que se
refiere a las formas truncas de E6, denominadas E6* (Schneider-Gadicke, 1988;

Roggenbuck, 1991; Vaeteewoottacharn, 2005; Heer, 2011). Una de las explicaciones es la

Pagina | 20



probable inestabilidad, inhibicion de la sintesis y degradacion de estas
(Vaeteewoottacharn, 2005; Wise-Draper, 2008), por lo que los estudios se han enfocado
principalmente a la deteccion de los ARN mensajeros de E6, E6* y E7 (Pim, 2009; Heer,

2011; Hwang, 2012).

1.2.1.1. LA ONCOPROTEINA E6

La oncoproteina E6 consta de aproximadamente 160 aminoacidos (Miinguer, 2002) y
posee un peso aproximado de 18.9 kDa (Schneider-Gadicke, 1988). Contiene en su
estructura dos dominios denominados dedos de zinc, altamente conservados vy
caracterizados por la secuencia Cys-X-X-Cys cuya integridad es esencial para su actividad
(Mantovani, 2001). Se ha visto que la proteina E6 de los VPH-AR es suficiente para la
induccion y mantenimiento de la transformacion celular (Hawley-Nelson, 1989; Duensing,
2002; Miinger, 2004). Su blanco mds estudiado es la proteina p53 (Moody, 2010), se sabe
que E6 se une a p53 y causa su degradacién via proteosoma (Scheffner, 1990). La
degradacion de p53 ocurre a través de un complejo formado por E6, la proteina celular
asociada a E6 (E6AP) y p53 (Thomas, 1999; Zanier, 2005).

E6AP (ubiquitin ligasa tipo E3) ubiquitiniza a p53 y lo “marca” para su degradacion por el
proteosoma. En ausencia de E6AP, E6 también puede degradar a p53 (Massimi, 2008). Se
ha demostrado en queratinocitos humanos que la proteina E6 de los VPH de AR evita la
apoptosis por un mecanismo independiente de p53 que involucra la inhibicién de la
expresion del gen Bax y la degradacién de la proteina Bax. La inhibicién de la proteina pro-
apoptética Bax tiene como consecuencia la inhibicién de la apoptosis y por lo tanto la

acumulacién de mutaciones en el ADN de las células infectadas (Magal, 2005). Ademas de
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p53 y BAX, la proteina E6 ejerce su actividad transformante mediante su interaccion con
una gran variedad de proteinas celulares que regulan procesos biolégicos como apoptosis,
proliferaciéon celular, estabilidad cromosdmica, transcripcion de genes (oncogenes y genes
supresores de tumor), diferenciacién celular y respuesta inmunoldgica (Tungteakkhun,
2008) (Figura 1). Se sabe que la proteina E6 de los VPH de BR aun cuando se unen a p53,
con baja afinidad, no lo degradan (Slebos, 1995). Ademas no forman el complejo E6-E6AP-

p53 (Zanier, 2005).

Ubiquitina ligasa tipo E3

E6AP Mediadores de la adhesiéon célula-
célula, polaridad, y control de la
Mediadores de apoptosis proliferacién celular
Bak p33 hDlg MAGI-3
C-myc  Procaspasa 8 hScrib MUPPI
FADD *Survivina MAGI-l  PATJ
TNFRI MAGI-2  PTPN3
I Mediadores de la organizacion y
Regulacién Transcripcional diferenciacion del epitelio
|
CBP/p300 E6-BP/ERC-55
E6TP1 hADA3 Fibulin-1 ~ Paxilina
Gps2 Tuberna Zyxmna
s del imi Mediadores de | a Estabilidad
Inmunolégico cromosémica
hMCM7
IRF-3 *hTERT ~ *XRCCI
*TLR9 *0O(6)-metloguanina
ADN metiltransferasas

Figura 1. Procesos bioldgicos y proteinas celulares reguladas por la proteina E6 de los VPH-AR. El asterisco
(*) indica las proteinas donde la influencia es a nivel de transcripcidn, las proteinas sin (*) son aquellas en las
que su influencia es a nivel de proteina (Modificado de Tungteakkhun, 2008).
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1.2.1.2. LA ONCOPROTEINA E6*

Una caracteristica comun de los transcritos de ARN mensajeros de E6 de los VPH-AR, que
los diferencia de los de VPH-BR, es el corte y ensamble alterno (“alternative splicing”) que
lleva a la remocién de un pequeno intrén dentro del marco de lectura de E6, que tiene
como resultado la generacion de proteinas truncas en el extremo del carboxilo terminal a
las que se les ha denominado E6* (Pim, 2009) (Figura 2). Esta diferencia entre los VPH de
AR vy los de BR se explica, entre otras razones, porque estos Ultimos carecen de los
dinucledtidos G-T que corresponden a la secuencia consenso de corte y ensamble alterno
presentes en los tipos de alto riesgo (Tipos 16, 18, 31 y 33) (Schneider-Gadicke, 1988). El
VPH-16 posee patrones de corte y ensamble alternos que permiten la expresidon de hasta
cuatro especies de transcritos alternos (Stacey, 1995; Pim, 2009). El VPH-18 transcribe una
sola especie de ARN mensajero alterno que da origen a la proteina E6* (Schneider-
Gadicke, 1986; Inagaki, 1988; Schneider-Gadicke, 1988; Pim, 2009). Los ARN mensajeros
de E6* del VPH- 16 y 18 se encuentran en niveles altos, si se comparan con los ARN
mensajeros de E6 completo, lo cual ha sido demostrado en células transformadas,
animales transgénicos, lineas celulares de cancer cervical y muestras clinicas (Schneider-
Gadicke, 1986; Schneider-Gadicke, 1988; Cornelissen, 1990; Griep, 1993).

Heer y colaboradores (2011) argumentan que dado que el ARN mensajero de E6* es
abundante, podria esperarse que se produjeran cantidades significativas de proteinas E6*.
Sus resultados mostraron que aun cuando las proteinas E6* se produce en niveles altos,
estas son inestables debido a que tienden a oligomerizarse en conformaciones a-hélice y

laminas B, dependiendo del pH intracelular, la disponibilidad del cinc (por el que tienen
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alta afinidad) y por reacciones de oxido-reduccion que pueden favorecer la formacién de
puentes disulfuro.

No obstante lo anterior, se sabe que la proteina E6* tiene un peso aproximado de 6.5kDa
(Schneider-Gadicke, 1988) y varios de sus efectos han sido estudiados, por ejemplo, la
proteina E6*| del VPH-16 tiene la capacidad de transactivar el promotor del adenovirus E2
asi como el promotor P97 de VPH-16 (Shirasawa, 1994), ademas regula negativamente la
funcion de la proteina E6 (Sedman, 1991). También se ha estudiado la capacidad de E6*
del VPH-18 para unirse a las proteinas E6, EGAP y p53, determindndose que E6* se une
con mayor afinidad a E6, después a E6AP y ligeramente a p53. Ademas la unién de E6* al
complejo E6-E6AP inhibe la degradacion de p53 (Pim, 1997). La unién de E6*| del VPH-16

a p53 también ha sido descrita por del Moral-Hernandez y colaboradores (2010).

% §

40 70 113 143
~ Zn/ b ~ Zn/
<N (6 o)~ b
1 37 73 83 87 110 140 158
< > <« »
E6 Extremo amino terminal __ E6 Extremo carboxilo terminal

Figura 2. Representacion esquematica de la secuencia de E6 del VPH-16. E6* comprende los residuos 1-50,
destacados por la linea gruesa en negro. La flecha negra indica el sitio donador presente solamente en los E6
de los VPH-AR. Se muestran también las posiciones de los amino acidos cisteina (las C dentro de circulos),
que participan en la unién con el cinc (Zn). El polipéptido E6* conserva en el extremo amino terminal
solamente la mitad de un dominio de unién al cinc (Cis37 y Cis40) (Modificado de Heer, 2011).
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1.2.1.3. LA ONCOPROTEINA E7
La oncoproteina E7 tiene aproximadamente 100 aminodcidos y estd formada por tres
dominios altamente conservados denominados CR1, CR2 y CR3. Estos dominios son
criticos para las actividades transformantes ya que es a través de éstos que interactlan
con el gen supresor de tumores retinoblastoma pRb, ademds de diversas proteinas

celulares (Ganguly, 2009) (Figura3). En las células que sobre-expresan a la proteina E7

Integracion del genoma del VPH dentro del
genoma del huésped

!

Sobre-expresion de E7

N

Inhibicion de los factoresde  |nactivacion de la proteina  Activaciénde laviade  Sobre regulacion de la
transcripcion IRF-1e IRF-9 retinoblastoma yde los  la proteina cinasa B/Akt  interleucina 6y Mcl-1
inhibidores de CDK p27 y p21

| b

Evasion de la vigilancia inmunolégica  Pérdida del control del cicloy  Viabilidad celular  Inhibicion de la apoptosis
en tumores positivos a VPH divisién celular
Cancer

Figura 3. Vias que son blanco de la proteina E7 de los VPH-AR. La integracion del ADN del VPH al ADN de la
célula huésped tiene como consecuencia la sobreexpresion de la proteina E7, sus efectos en diferentes vias
celulares resultan en cancer (Modificado de Ganguly, 2009).

se forma un complejo con la forma hipofosforilada de pRB a través del dominio LXCXE de
E7 y del reclutamiento de la enzima proteasa de cisteina calpaina que inducen su
degradacion por la via del proteasoma. La inactivaciéon de pRb provoca la activacidon
constitutiva del factor de transcripcién E2F, en consecuencia ocurre la activacion de genes

involucrados en la sintesis de ADN durante la fase S del ciclo celular (Wise-Draper, 2008).
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Hasta el momento no se ha descrito que el gen E7 experimente “alternative splicing”,
como en el caso de E6 (Valdovinos-Torres, 2008; del Moral-Hernandez, 2010). De la misma
manera se ha demostrado que el transcrito de ARN mensajero de E7 se produce de forma
eficiente a partir de los transcritos de E6 con corte y ensamble alternativo o sin él (Pim,
2009) a diferencia de lo reportado por del Moral-Hernandez y colaboradores (2010) que

indican que E7 se transcribe con mayor eficiencia a partir de los transcritos ensamblados.

1.3. VARIANTES DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPOS 16 Y 18

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae compuesta por 16 géneros, los virus
pertenecientes al género alpha papillomavirus se caracterizan por ser causantes de
lesiones mucosas y cutaneas en humanos y primates. De este género, cinco especies
afectan al tracto genital: alfa 5 ( VPH tipos 26, 51, 69 y 82), alfa 6 (VPH tipos 53, 30, 56),
alfa 7 ( HPV tipos 18, 39, 45, 59, 68, 70), alfa 9 (VPH tipos 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67) y alfa
10 ( VPH tipos 6, 11, 13, 44, 74) (de Villiers, 2004; Bernard, 2005; Mufioz, 2006; Carter,
2011). La comparaciéon de la secuencia de los marcos de lectura del gen L1 llevo al
establecimiento de la clasificacion taxondmica actual: 1) Los antes denominados
“supergrupos” o “ramas principales”, ahora se denominan como “géneros” que
comparten entre ellos, menos del 60% de homologia en el marco abierto de lectura del
gen L1. Si se trata de secuencias de genomas completos la homologia puede ser de mas
del 23% pero menos del 43%. El término de “especie” (antes denominados “grupos”,
“subgrupos” o “ramas menores”) se usa cuando dentro de un género comparten del 60%

al 70% de homologia en los nucleétidos. El “tipo” dentro de una especie, queda definido
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cuando la secuencia de los nucledtidos del gen L1 de un “nuevo VPH” difiere en al menos

10% de la secuencia del gen L1 de un VPH conocido (de Villiers, 2004; Bernard, 2005).

Debido a que molecularmente el gen L1 es una de las regiones mas conservadas dentro
del genoma viral, la clasificacién taxondmica de los diferentes tipos se ha realizado por
comparacion de la secuencia de nucleétidos de este marco abierto de lectura, aunque
también se han utilizado para ello las secuencias de los nucledtidos de los genes E6 y E7.
Un nuevo tipo viral se define cuando se identifica un nivel de variacion mayor al 10% en la
secuencia de L1 respecto a la secuencia de los tipos previamente clasificados, un subtipo
entre el 2% y el 10% y una variante menos del 2% en las regiones codificantes y 5% en las
regiones no-codificantes de las secuencias de un tipo en particular. La ocurrencia de
variantes naturales intra-tipo es definida mediante el analisis de las secuencias de un
fragmento de la region larga de control y/o de los marcos de lectura para E6, E7, E2, E5, L2

y L1 (Stoppler, 1996; Lizano, 2009a).

En el mundo existe una gran variacion en la prevalencia de los tipos de VPH, no obstante
los tipos 16 y 18 son los mas prevalentes en las lesiones cervicales y son causa del 60% al
80% de todos los canceres (Carter, 2011). Los primeros trabajos de variabilidad genética
se iniciaron con el VPH-16, estos estudios se basaron en la comparacion de las secuencias
de los nucledtidos de distintos aislados con el “virus de referencia o prototipo” que fue el
primer VPH-16 descrito, de esta manera Ho y colaboladores (1993) definieron el primer
arbol filogenético basado en un fragmento de la LCR a partir de aislados de VPH-16
obtenidos de muestras de cancer de cérvix provenientes de los distintos continentes. Este

arbol revelé cinco ramas filogenéticas o variantes: Africanas (Af-1 y Af-2), Asiatica-
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Americana (AA), Asiatica (As) y Europea (E), quedando el clon referencial dentro de la
rama E. Se han propuesto ramas filogenéticas menores como la Norteamericana-1 (NA-1)
(Yamada, 1997). Estudios similares fueron realizados para VPH-18 obteniéndose tres
variantes: Africana (Af), Asidtico-Amerindia (AsAi) y Europea (E), siendo el clon de
referencia AsAi (Ong, 1993) (Figura 4). Posteriormente se llevaron a cabo otras
investigaciones en las que se concluyd que las diferencias en la secuencia de los
nucledtidos en estos genes sugieren un vinculo con la distribucién etno-geogréfica de los
grupos humanos, asi como un potencial oncogénico relacionado con las variantes de los
VPH estudiados. Esta diversidad refleja una evolucién de aproximadamente 200,000 afios
a partir de un genoma precursor posiblemente originado en Africa (Lizano, 2009a; Burk,

2009).

Figura 4. Ramas filogenéticas o variantes y algunos de los aislados de los tipos virales 16 y 18. Las muestras
fueron obtenidas de pacientes de cohortes representativas de Africa (T: Tanzania), Europa (G: Alemania y
SC: Escocia) y Asia oriental (J: Japdn). Los corchetes incluyen los aislados con mayor ocurrencia en Africa (Af),
Europa (E), Asia Oriental (As) y América (Ai). La construccion se determind a través de la comparacion de las
secuencias a partir de un fragmento de 321 pb de la LCR. El aislado de referencia del VPH-16 pertenece a la
rama europea representado como el aislado G-11. Para el VPH-18 el aislado de referencia se localiza en la
rama Asiatico-Amerindia (AsAi), por encontrarse en muestras de Asia y Sur de América (Tomado de Ong,
1993).
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1.3.1. POTENCIAL ONCOGENICO DE LAS VARIANTES

Cada uno de los aislados de ADN obtenidos en las muestras de pacientes de diferentes
regiones del mundo que difieren del prototipo en al menos un nucleétido de un tipo viral
especifico se les ha denominado variantes. De los estudios de las variantes se pueden
obtener dos conclusiones importantes; existe un niumero definido de variantes por tipo
viral y las variantes han mostrado maxima divergencia cuando han sido identificadas en
muestras de grupos étnicos que por largo tiempo no han tenido contacto con otros grupos
étnicos (Bernard, 2005).

Asi mismo, existen datos moleculares y epidemiolégicos que sugieren que las variantes de
un tipo viral son biolégicamente distintas y pueden conferir riesgo patogénico diferencial.
Los estudios epidemioldgicos se han enfocado en las variantes de los tipos virales 16 y 18,
por ser los de mayor frecuencia en el CaCU (Yamada, 1997).

Un meta-analisis de la prevalencia de VPH cervical en un millén de mujeres con citologia
normal en los 5 continentes, describe que en todas las regiones estudiadas se
identificaron dos picos de prevalencia del VPH, un pico en mujeres de <25 afios,
declinando posteriormente. Un segundo pico se observd claramente en América Central y
América del Sur en mujeres de > de 45 afios y >55 afios en Africa Occidental, y un pico
menos pronunciado en el Sur de Asia, Sur de Europa y Africa del Sur. Estos picos de
prevalencia pueden ser multifactoriales como resultado de la interrelacién del
comportamiento sexual, estado inmunolégico del huésped, estatus hormonal y etnicidad,
asi como de las caracteristicas del VPH, tales como, tipos y variantes (Bruni, 2010).

Se sabe que en el VPH-16 las variantes no europeas tienen un mayor riesgo de

persistencia y progresion de infeccidn cervical, comparado con las variantes europeas (Xi,
Pagina | 29



1997; Berumen, 2001; Wang, 2003; Tornesello, 2011). Con este mismo tipo viral, un
estudio en México mostrd evidencias clinicas y epidemioldgicas que sugieren que la
variante AA, puede ser mds oncogénica que la variante europea, ya que se encontrd con
mayor frecuencia (que la variante europea) en pacientes con cancer y en las mujeres
jévenes con tumores mas agresivos, en los controles se observé una baja frecuencia de la
variante AA (Berumen, 2001). Se ha determinado que la variante AA del VPH-16 confiere
un riesgo para cancer cervical 9 veces mayor que el de la variante europea. En conjunto
con otros aislados de la variante no europea, el riesgo es 4.5 veces mayor para el
desarrollo de una neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (Xi, 1997). No obstante lo
antes dicho, en otro trabajo donde se relaciona el tipo de variante con el riesgo de
progresién a cdncer, los autores encontraron que la variante no europea mostré ser
menos agresiva que la variante europea (Zuna, 2011).

El estudio de la distribucidn de las variantes del VPH-18 en diferentes tipos histoldgicos de
cancer cervical, en lesiones pre-malignas y en epitelio normal cervical, concluyd que las
variantes de este tipo de VPH tienen un comportamiento distinto, en particular, la
variante Af del VPH-18 se encontrd exclusivamente en carcinoma epidermoide y en una
proporcién mayor de lesiones pre-malignas, mientras que las variantes europeas y AsAi se
encontraron en todos los tipos histolégicos incluyendo aquellos con un peor prondstico
relativo, como adenocarcinoma y carcinoma de células pequefias (Lizano, 1997; Burk,
2003; De Boer, 2005; Lizano 2006).

El reconocimiento de la participacion que algunos tipos y variantes virales tienen en el

desarrollo del CaCU, es necesario para la prevencién e implementacion de estrategias de
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salud publica para su control. Patologia que continlda siendo una importante causa de

muerte en muchas naciones en vias de desarrollo (Lizano, 2009a).

1.3.2. SIGNIFICADO FUNCIONAL DE LAS VARIANTES

Varios trabajos se han enfocado en determinar las consecuencias de la variacién intratipo
en las propiedades bioldgicas y bioquimicas de las proteinas E6 y E7. La proteina E6 ha
sido ampliamente estudiada debido a que interactia con una variedad de proteinas
celulares que participan en diferentes vias de sefializacion cuya desregulacion puede llevar
a la transformacidon celular. Estudios previos han demostrado que cambios en los
aminodcidos de la proteina E6 del VPH-16 pueden anular la diferenciacién de los
queratinocitos, dependiente de calcio y suero. Especificamente, la proteina E6 de AA-a
indujo consistentemente una proporcidn de colonias resistentes a la diferenciacion, adn
en presencia de calcio y suero en cultivos de queratinocitos de prepucio de humano
(Stoppler, 1996). También se ha visto que las variantes de E6 de VPH-16 pueden regular
diferencialmente la tumorigenesis por la via de sefializacion de Notch y Ras (Chakrabarti,
2004). Estos datos sugieren que el posible potencial oncogénico incrementado de las
variantes AA podria ser atribuido a diferencias en las funciones bioldgicas de la proteina
E6.

Otros estudios sugieren que la relacion de los niveles de transcritos E6:E6* de las variantes
AsAi, E y Af del VPH-18 tienen como resultado diferencias en la activacion de vias de
sefializacion como Akt/PKB y MAPKs, que participan en la sobrevivencia y proliferacion
celular. Asi mismo, la degradacién de hDlg es diferente, afectando los niveles de PTEN

activado y PKB. En otras palabras, en las variantes AsAi y E, con una relacién de transcritos
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E6*>E6 los niveles de hDlg, PTEN y pPKB fueron menores, en comparacion con la variante
Af. Las variantes AsAi y E de E6 de VPH-18 también son capaces de inducir la sobre-
expresion de la proteina PI3K fosforilada, correlacionando fuertemente con la activacién
de las MAPKs y la proliferacion celular, a diferencia de la variante Af (Contreras-Paredes,
2009). También se sabe que el diferente patrén de “splicing” de E6 entre las variantes de
VPH-18 afecta los niveles de p53 y otras proteinas celulares reguladas por p53, como Bax
(De la Cruz-Hernandez, 2005). Diferencias que pueden explicar el potencial oncogénico de
las variantes en el CaCU.

La oncogenicidad de las variantes de los VPH-16 y VPH-18 puede resultar no solo del
incremento en la actividad neoplasica de los oncogenes E6/E7 y de la relacidon E6:E6*, sino
también de una eficiente replicacidon del virus o de diferencias en la expresiéon de los
oncogenes virales. Esto Ultimo ha sido explorado en varios trabajos en los que se compard
la actividad del promotor de las variantes del VPH-16, encontrando que la actividad del
promotor en las variantes NA1 y AA-c es tres veces superior que la actividad del promotor
de la clona de referencia (E). En el caso de la variante AA-c, este incremento se atribuye a
cambios en los nucledtidos en el extremo 3" de la LCR, por lo que se ha propuesto que
pequeiias diferencias en las secuencias de la LCR entre las variantes del VPH-16, pueden
tener efectos dramaticos en su capacidad de respuesta a los distintos factores de
transcripcion y por lo tanto, en los niveles de expresién de E6/E7. Por lo que la progresién
del CaCU secundario a infeccidon por VPH-16 involucra tanto los niveles de factores de
transcripcion celulares, como los de la variante viral (Veress, 1999; Kammer, 2000;
Ndisang, 2006). Respecto a diferencias en la tasa de replicacién viral, también se ha

propuesto que los cambios en la secuencia de los nucleétidos de la LCR del VPH son los
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responsables. Se ha visto una mayor replicacion viral en la variante AA-c del VPH-16
comparada con la de las variantes E y Af, atribuida a una eficiente expresién de los
factores de replicacién E1 y E2 (Hubert, 2005). Los datos presentados podrian explicar el
aumento en el riesgo de CaCU observado en aquellas mujeres infectadas con esta
variante. Con este mismo enfoque se han estudiado las diferencias en la actividad
transcripcional del promotor P105 entre variantes del VPH-18. Las variantes AsAi
demostraron tener una mayor actividad transcripcional que las variantes E y una variante
Af, la cual tuvo la menor actividad (Sichero, 2005; Lépez-Saavedra, 2009), lo que podria
correlacionar la menor oncogenicidad de esta variante. Se han encontrado diferencias no
significativas en la actividad transactivadora de E2 entre las variantes de VPH-16 y VPH-18,
aun cuando E2 es un elemento regulador critico en el ciclo de los VPH. Al parecer las
diferencias o substituciones en los aminodacidos de las proteinas E2 de las variantes virales

carece de significado funcional (Lopez-Saavedra, 2009).

1.4. MECANISMOS DE TRANSFORMACION CELULAR POR EL VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO

Segun zur Hausen, el proceso de carcinogénesis cervical, desde la infecciéon por VPH-AR
hasta la integracion de éste en el genoma del huésped y el desarrollo de lesiones
premalignas y malignas, se caracteriza por modificaciones en la expresion de genes virales,
principalmente E6/E7 y genes celulares que participan en diferentes vias de sefalizacion
dentro de las células infectadas y en proliferacién (Figura 5A) (zur Hausen, 2008; Carter,
2011). Como el ciclo del VPH se lleva a cabo dentro de las células epiteliales escamosas se

mantiene "oculto" de la respuesta inmune del huésped. A diferencia de otras infecciones,
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el VPH no provoca respuesta inmune sistémica y no pasa por una fase de viremia. Las
células epiteliales infectadas experimentan “muerte celular no-litica” y aunque no son
destruidas, son capaces de liberar los viriones de nueva sintesis. No se produce una
reaccion inflamatoria local pues se bloquea la liberacién de citocinas que normalmente se
producen en respuesta a un invasor. Se trastorna ademas la funcién de las células
dendriticas (Figura 5B). En el caso de que una respuesta inmune sea generada tras la
infeccidn natural, hay liberacién de anticuerpos anti-L1 neutralizantes en la membrana
basal que evitan la unién del virus a las células basales (Stanley, 2007; Carter, 2011).

El escape del control celular, que representa la segunda via de sefializacion, constituye
otra etapa mas avanzada en la transformaciéon maligna del epitelio cervical y se caracteriza
por la inactivacion de p53 y Rb por las proteinas E6 y E7 del VPH, lo que se traduce en
pérdida de control sobre las fases G1/S y G2/M del ciclo celular, aumento de la
proliferacién celular, aneuploidia y sobreexpresion de los supresores de tumor p16”\"<4 y
p14ARF (Kim, 2005). El efecto inhibidor de p16INK4A sobre la proliferacion celular puede ser
parcialmente anulado por E6 (Shai, 2007). E7 inactiva y posteriormente degrada a pRB,
provocando la liberacién del factor de transcripciéon E2F-1, que induce sobre-expresion de

ARF ,
, al secuestrar a E7 en el nucléolo,

p16'NK4A, p14ARF y otras proteinas. A su vez, pl4d
interfiere negativamente con su accién (Pan, 2003). Finalmente, la elevada expresién y la
accién sinérgica de los genes virales E6/E7 sobrepasa la accidon supresora de tumor de

16"N€4A p14°% lo que clinicamente corresponderia al desarrollo de la lesién

p
intraepitelial escamosa de bajo grado (Figura 5C) (zur Hausen, 2008). En las células en

proliferaciéon e infectadas con VPH existen mecanismos de control que resultan en la

inhibiciédn de la transcripcién viral, debido a la produccion local de citocinas especificas,
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principalmente el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) proveniente de macréfagos
activados. Este mecanismo suprime la mayoria de los transcritos virales. En etapas tardias
de la progresidn, la pérdida de este control se acompafiia por una elevada expresién de las
proteinas virales (Figura 5D) (Soto, 1999; Soto, 2000). Clinicamente esto corresponderia al
desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado y al carcinoma in situ con o

sin modificaciones gendmicas asociadas al carcinoma invasor y a las metastasis (zur

Hausen, 2008).
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acion de las células epiteliales cervicales por el virus del pa g0 . Esquema de los mecanismos que controlan
el blogueo de la transcripcion del ARN viral y la funcion de las oncoproteinas virales E6 y E7 (A). La persistencia del ADN viral ocurre posterior a eventos que probablemente
provocan mutaciones dentro de la via HLA Clase | (B). La interferencia con las vias de control intra-celular que bloguean la funcion de las oncoproteinas virales, favorece el
desarrollo de lesiones tempranas, que clinicamente puede corresponder a lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (C). La eventual desaparicion de un control
transcripcional paracrino de los transcritos del VPH se correlaciona con la expresion de las oncoproteinas E6/E7 , clinicamente podria corresponder al desarrollo de
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (D). Ademds eventos moleculares son probablemente requeridos en lesiones con un crecimiento invasor (Elaborado y
modificadoa partir de Kim, 2005y zur Hausen, 2008).
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1.5. TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION DEL VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO DE ALTO RIESGO

Desde el descubrimiento de la asociacidn causal entre la infeccion por VPH-AR y el CaCU,
se han desarrollado pruebas moleculares para identificar la presencia de estos virus en el
epitelio cervical. Algunas de estas pruebas se basan en la deteccidn de acidos nucleicos
virales (Bosch, 1995; Cox, 2009). De dichas pruebas, las que detectan el ADN del VPH no
distinguen entre una infeccién transitoria y una infeccidn persistente, por lo que carecen
de utilidad para evaluar el comportamiento biolégico de las lesiones y predecir su posible
curso clinico (Pinto, 2012). Por otro lado, la deteccidon de los ARN mensajeros de E6 y E7
resulta ser un buen indicador de la persistencia de la infeccion por VPH-AR, ademas de
aumentar la especificidad para la deteccidn de lesiones de alto grado, en comparacién con
la pruebas moleculares que detectan ADN viral (Kottaridi, 2011). No obstante, los
requerimientos logisticos son muy exigentes y precisos (se necesita de material fresco con
ARN bien conservado) (Wentzensen, 2007). En conclusién, por el momento, las pruebas
gendmicas para la deteccidn de VPH-AR no pueden ser aplicadas a la poblacién general,
por ser complicadas, costosas y porque no pueden correlacionarse adecuadamente con
los datos citoldgicos o histopatoldgicos (Hwang, 2012).
Existen pocos reportes sobre la deteccion de proteinas de VPH-AR por técnicas
inmunolégicas (Western blot, inmunohistoquimica, etc.) tanto en tejidos neopldsicos
como en lineas celulares de CaCU. Como se ha mencionado, la integracion del genoma del
VPH-AR al de las células epiteliales tiene como consecuencia la pérdida de una parte del
genoma viral, conservandose Unicamente las secuencias gendmicas que codifican para las

proteinas E6 y E7 (Doorbar, 2006) y en teoria, sélo estas proteinas podrian ser detectadas,
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aungue existen reportes sobre la deteccion de otros componentes proteinicos de VPH-AR
como L1 (Xiao, 2010). Otra limitante para la deteccion de proteinas virales consiste en la
formacién de ARNm quiméricos (ARNm viral-celular) que incluyen secuencias virales y
celulares y que pueden ser aun mas abundantes que los ARNm virales no quiméricos
(Vinther, 2005), por ello la proteina quimérica expresada contendria fragmentos
peptidicos similares a los de la célula huésped, dificultando su identificacidn. Otra de las
posibles razones que explican la dificultad en la identificaciéon de proteinas virales es la
gran variabilidad en los transcritos de los genes codificantes, como resultado del corte y
ensamble alterno que se observa en el gen E6 de los VPH-AR (Schneider-Gadicke, 1988).
Otras posibles causas son: su inestabilidad molecular, la inhibicion de su sintesis y su
rapida degradacion por mecanismos celulares de defensa (Roggenbuck, 1991,
Vaeteewoottacharn, 2005; Wise-Draper, 2008). Por el contrario, en lineas celulares
transfectadas ha sido posible detectar a las proteinas virales E6 y E7 por técnicas
inmunoldgicas (inmunocitoquimica, inmunoprecipitacion, inmunofluorescencia y Western

blot) (Hawley-Nelson, 1989; Wu, 1997; Fiedler, 2006).

1.6. BIOMARCADORES DEL CARCINOMA CERVICOUTERINO: p16™*** Y p14"%
La citologia exfoliativa con técnica de Papanicolaou es un instrumento util para la
deteccion temprana del CaCU (ACOG, 2009), aunque la sensibilidad (58%) y la
especificidad (69%) de esta prueba son bajas (Fahey, 1995) debido a que el diagnéstico
depende de la identificacién de células con fenotipo maligno o pre-maligno, con base en

criterios morfolégicos, lo cual es influenciado por el nivel del entrenamiento y la pericia de
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citélogos y patdlogos involucrados en la interpretacion de las muestras citoldgicas. Por lo
anterior, este método adolece de un importante componente subjetivo (ACOG, 2009).
Para superar dicha limitacidn existe un gran interés a nivel mundial por encontrar
estrategias para reducir la proporcién de resultados falsos negativos y falsos positivos.
Con la finalidad de basar los estudios citolégicos e histoldgicos en datos objetivos se han
evaluado multiples biomarcadores, por ejemplo; expresiéon de la proteina L1 de la capside
del VPH, expresion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), actividad de la

telomerasa. La expresion combinada de p16™

y Ki-67 o la deteccién de la expresion de
proteinas del mantenimiento de los minicromosomas (MCMs) en combinaciéon con la
expresion de la Topoisomerasa 20 (denominado prueba ProExC), asi como la expresidn de
proteasas (Metaloproteasas y Catepsinas) como posibles marcadores de CaCU (Syrjanen,
2005; Malinowski, 2007; Hwang, 2012; Pinto, 2012).

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica muy conveniente para la deteccién de
moléculas que pudieran asociarse al fenotipo maligno en CaCU, por ser econdémica,
sensible y proporcionar informacion sobre la localizacién tisular y celular del marcador en
estudio, asi como sobre los cambios morfolégicos de las células (Malinowski, 2007; Pinto,
2012). El entendimiento del ciclo del VPH y su asociacion con los eventos moleculares en
la carcinogénesis del cérvix uterino ha guiado los esfuerzos de los investigadores para la
identificacion de moléculas en esta neoplasia. Un marcador molecular ideal seria aquel
gue ademas de evidenciar la presencia de VPH-AR, refleje las modificaciones celulares
asociadas al proceso de carcinogénesis: Alteraciones en la traduccidén y transmisién de

sefiales, desregulacién del ciclo celular, inhibicion de la apoptosis, activacién de la

replicacion del ADN, asi como las interacciones entre la matriz extracelular y las células
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neoplasicas en los procesos de angiogénesis, invasion y metdastasis (Syrjanen, 2005,
Malinowski, 2007; Pinto, 2012). La naturaleza compleja del CaCU plantea la necesidad de
utilizar un panel de biomarcadores para la adecuada caracterizacién de las neoplasias

malignas y lesiones precursoras (Malinowski, 2007).

En lo que se refiere al abordaje clinico, la deteccién de la presencia de algunos marcadores
inmunohistoquimicos y la deteccién del VPH-AR por técnicas moleculares podrian
ayudarnos a distinguir las lesiones que ameritan un tratamiento agresivo de aquellas que
probablemente evolucionardan de manera favorable con un tratamiento conservador o

gue revertiran sin tratamiento (Wentzensen, 2007; Hwang, 2012).

En general los estudios de biomarcadores no son concluyentes y adn no existe un
consenso acerca de cual o cudles serian los mas utiles en la evaluacién citoldgica del CaCU
y lesiones precursoras. Uno de los atributos del marcador ideal es que proporcione la
mayor cantidad posible de informacién, tenga la mayor sensibilidad y especificidad

posibles, asi como valor predictivo alto.

En la Tabla 4 se describen los biomarcadores evaluados en este trabajo: Las proteinas
virales E6 y E7 que se sabe inducen la inmortalizacién y la transformacién maligna de las
células infectadas por VPH-AR. Las proteinas supresoras de tumor p53 y Rb que son los
blancos sobre los que actian E6 y E7, induciendo su degradacién y en consecuencia la
pérdida del control celular en las fases G1/S y G2/M del ciclo celular. La inactivacion de
pRb tiene como consecuencia la liberacidon de E2F-1 entre otros miembros de esta familia
de factores de transcripcion, lo que se refleja en el aumento de la expresion de genes

involucrados en el ciclo celular y la proliferacion: p14*%, p16™**A PCNA, Ki-67 y ciclinas (A,
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B1 vy E) (Figura 6), moléculas que en otros trabajos ya han sido estudiadas con resultados

no concluyentes y controversiales en lo que respecta a su utilidad clinica.

Tabla 4. Biomarcadores evaluados y procesos celulares en los que participan
Transformacion maligna de células

E6y E7 del VPH tipos 16y 18

epiteliales
p53y pRb Control del ciclo celular
plEMKdA Y 0] 4ARF Supresores de tumores

Factor de transcripcion y reguladores
del ciclo celular
Sintesis de ADN y proliferacién

E2F-1, Ciclina A, Ciclina B1 y Ciclina E

PCNA y Ki-67
celular

Proteasas: MMP-2, MMP-9, MMP-10, MMP-11,
MMP-12, Catepsina B, Catepsina D y Catepsina F

Angiogénesis, invasion y metastasis

Retroalimentacién

~ Ciclina € -
G, 3 G, :i:; Ciclina €

Epitelio normal Regulacién de p53 a través de MDM2

o @ = @ s Retroalimentacién
5) :
M .':k\ GenesFase § > S
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Figura 6. Biomarcadores de neoplasia cervical alterados por E6 y E7 de VPH-AR. A) Epitelio normal: Los
factores de crecimiento externo activan el complejo ciclinaD1/CDK 4/6, que en su momento fosforilan a
pRb. El factor de transcripcion E2F es liberado y activa genes de progresion de la fase S. Entre esos genes se
encuentran p16'NK4A, p14ARF, ciclinas A, B1y E, PCNA y Ki-67. Un mecanismo de retroalimentacién es inducido
por p16™*** que inactiva al complejo de ciclina D1/CDK4/6 que posteriormente inactiva a E2F. Los niveles de
p53 son controlados por MDM2. Los niveles de p14ARF son controlados por p53 que a su vez activa a p21. B)
Epitelio infectado por VPH-AR: En las células basales y para-basales la oncoproteina E7 se une e inactiva a
pRb, liberando al factor de transcripciéon E2F. E2F activa genes de la fase S. El mecanismo de
retroalimentacion de p16INK4A se interrumpe y la proteina se acumula debido a una prolongada estimulacién
de E2F que también estimula al resto de las proteinas. La sobre expresién de p14ARF da como resultado la
inactivacion de MDM?2, el cual ya no puede regular los niveles de p53. La oncoproteina E6 se une a p53y lo
marca para su degradacién lo que da como resultado la supresidon de genes activados por p53 (p21) y la
activacion de genes reprimidos por p53 como p14ARF (Modificado de Pinto, 2012).
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La transformacidn neoplasica del epitelio cervical induce cambios en la interaccién de las
células con su entorno. Las metaloproteasas de matriz (2, 9, 10, 11 y 12) y las catepsinas
(B, Dy F) son algunas de las enzimas que frecuentemente han sido mencionadas como de
gran importancia en procesos relevantes para el progreso del CaCU: Angiogénesis,
invasidon y metastasis y en lesiones precancerosas, pero los resultados son inconsistentes

(Figura 7).
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Figura 7. Representacion de invasion y metastasis. En la invasidn, las células de cancer migran a tejidos
adyacentes a través de la matriz extra celular (MEC) y la membrana basal (MB), proceso favorecido por la
accion de las proteasas. Mientras que las metastasis se establecen en drganos distantes. Dentro de los vasos
sanguineos, la mayoria de las células mueren, otras quedan atrapadas en la red capilar de los érganos,
principalmente por su tamafio y se enfrentan a diversas fuerzas obstaculos como: factores reoldgicos,
morfoldgicos, deformacién mecanica, ataque inmunoldgico, etc. En consecuencia se activan mecanismos de
sobrevivencia, muchos de los cuales involucran la expresion y activacién de proteasas y finalmente, pocas,
llegan a su destino final. El proceso invasidon y metastasis ha sido considerado como un fenémeno ineficiente
(Tomado de Flores-Reséndiz, 2009).
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1.6.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
La citologia exfoliativa se basa en criterios subjetivos, por lo que se requiere de estrategias
gue permitan emitir un resultado citolégico o histoldgico objetivo. Aunque existen
pruebas moleculares para la deteccién de VPH, son costosas, complejas y no proporcionan
datos sobre la progresidon del CaCU y lesiones precursoras, es por ello necesario encontrar
biomarcadores menos costosos y de tecnologia eficiente con utilidad clinica que permitan

establecer diagndsticos mas precisos, con implicaciones en el prondstico y la terapéutica.

1.6.2. OBIJETIVO

OBJETIVO GENERAL:
Hacer un analisis comparativo y sistematico de la expresién de veinte biomarcadores de
cancer por técnicas inmunoldgicas en lineas celulares de CaCU. Determinar cudles
marcadores moleculares presentan marcaje diferencial entre lineas celulares derivadas de

CaCU respecto a otros canceres.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Definir el patron de expresién de las proteinas; Rb, p53, p16™* y p14***, E2F-1, Ciclinas
A, BlyE MMP-2,9, 10, 11 y 12, Catepsinas B, D y F, PCNA y Ki-67 y su relacion con la
expresion de las proteinas virales E6 y E7 de VPH tipos 16 y 18 en lineas celulares de CaCU
cony sin VPH-AR.
Evaluacién del patréon de expresion de los biomarcadores mencionados por técnicas de

inmunocitoquimica (ICQ), inmunofluorescencia (IF) y Western blot.
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1.6.3. MATERIAL Y METODOS

1.6.3.1. CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares derivadas de cancer de cérvix analizadas en este estudio fueron,
Hela (adenocarcinoma con VPH tipo 18 Human CCL-2,2), SiHa (cdncer epidermoide con
VPH tipo 16 Human HTB-35), CaSki (cancer epidermoide con VPH tipo 16 Human GRL-
1550), C-33A (cancer epidermoide negativo a ADN y ARN de VPH, con una mutacion
puntual en el codén 273 del gen p53, resultando la substitucion Arg>Cys Human HTB-
31). Dos lineas celulares derivadas de otros tipos de cancer y negativas a DNA y RNA de
VPH: MCF-7 (cancer de mama Human HTB-22) y SW480 (adenocarcinoma colorectal con
mutacion en el codén 273 G>A del gen p53 resultando en una substitucidon de Arg>His, y
una mutacion en el codon 309 C>T resultando en la substitucion de Pro>Ser CCL-228).

Todas las células se crecieron en una atmosfera humeda a 37 °C al 5% de CO; en medio
de cultivo Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM/F12; Gibco BRL, Gaithersburg,
MD) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF, Gibco BRL, Gaithersburg, MD).
Para el estudio de ICQ la células se crecieron en laminillas de 4 pozos B&D Falcon
(Becton&Dickinson Falcon, USA) con una densidad inicial de 250,000 células/500 pul de
medio de cultivo por pozo. Para la obtencién de extractos totales de proteina, las células
fueron cultivadas en cajas de cultivo de 25 cm? con una densidad inicial de 1X10°

células/10 ml de medio de cultivo.
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1.6.3.2. INMUNOCITOQUIMICA
Una vez que las lineas celulares cultivadas en las laminillas de 4 pozos alcanzaron el 80%
de confluencia se retir6 el medio de cultivo y se lavaron 3 veces con PBS pH 7.4,
posteriormente las células se fijaron con formaldehido 10% PBS pH 7.4 durante 48 horas
Pasado este tiempo se lavaron dos veces con PBS pH 7.4. La recuperacién de los
determinantes antigénicos se hizo con el buffer Target Retrieval Solution High pH (DAKO)
en una olla de presidon (122-125 °C a 15-24 psi) por 20 minutos. La actividad de la
peroxidasa enddgena fue bloqueada incubando las células en H,0;, 3%. El bloqueo de las
proteinas inespecificas se realizé con una solucién bloqueadora de proteinas libre de
suero (DAKO, Dinamarca) durante media hora. Los anticuerpos primarios se incubaron
toda la noche a 4 °C (Tabla 5). Utilizando el sistema Dako LSAB+System HRP (DAKO). El
revelado se llevd a cabo mediante una solucion de 3,3’-diaminobencidina
tetrahidroclorado (DAB) (DAKO). Contra tincidn con azul de metileno 0.2%. En cada
corrida se incluyd un control negativo sin anticuerpo. Se realizaron observaciones
microscopicas y andlisis de imagenes. Se evalud la localizacién intracelular (nuclear,
nucleolar o citopldsmico), el nimero de células (expresado en porcentaje) e intensidad de
la reaccion débil (+), intermedia (++), intensa (+++) en cinco ocasiones por linea celular, en

diez campos a 400 aumentos.
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Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados en el estudio inmunocitoquimico en diferentes
lineas celulares de cancer

Anticuerpo primario Dilucién Tipo Origen

Anti-HPV-E6 16/18 C1P5 1/100 Ratén menoclonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-HPV18-E6N-17 1/100 Cabra policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-HPV16-E7 N-21 1/100 Cabra policlenal Sta. Cruz, Cal.
Anti-HPV18-E7 N-12 1/100 Cabra policlonal Sta. Cruz, Cal.

Anti-Rb C-15 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-p53 DO-1 1/200 Ratén monoclonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-pl6'NKAEEH4 1/200 Ratén monoclonal DAKO, Dinamarca
Anti-pl4~FfF C-18 1/200 Cabra policlonal Sta. Crugz, Cal.
Anti-E2F-1 C-20 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-Ciclina A H-432 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-CiclinaEH-145 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-CiclinaB1 H-433 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-PCNA FL-261 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-Ki-67 Ki-S5 1/200 Ratén monoclonal DAKO, Dinamarca
Anti-MMP-2 K-20 1/200 Cabra policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-MMP-2 H-129 1/200 Conejo policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-MMP-10 117232 1/200 Ratén monoclonal R&D, Minneapolis, MN.
Anti-MMP-11 5L3.05 1/200 Ratén monoclonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-MMP-12 4D2 1/200 Ratén monoclonal R&D, Minneapolis, MN.
Anti-CatepsinaB N-128 1/200 Cabra policlonal Sta. Cruz, Cal.
Anti-CatepsinaD Code AD561 1/200 Conejo policlonal DAKO, Dinamarca
Anti-CatepsinaF 237208 1/200 Ratén monoclonal R&D, Minneapolis, MN

1.6.3.3. INMUNOFLUORESCENCIA CON DOBLE TINCION

Para la IF de doble tincion las células derivadas de cancer fueron cultivadas en laminillas
de 4 pozos, éstas se lavaron dos veces con PBS pH 7.4 y se fijaron con para formaldehido
por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron las laminillas con PBS
pH 7.4, y las células se permeabilizaron con Triton X-100 0.2% a 4 °C durante 20 minutos.
La recuperacion de los determinantes antigénicos se hizo con el buffer Target Retrieval
Solution High pH (DAKO) en una olla de presién (122-125 °C a 15-24 psi) por 20 minutos. El
blogueo de las proteinas inespecificas se realizd con una soluciéon bloqueadora de
proteinas libre de suero (DAKO) por 20 minutos. Posteriormente todas las células fueron

incubadas con el anticuerpo primario anti-p16™** (Tabla 5) en una dilucién 1:100 por 2

horas a temperatura ambiente. Después de lavar las laminillas con PBS, en oscuridad se
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incubd durante 1 hora el anticuerpo secundario cabra anti-ratén IgG conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) en una dilucién 1:100 (Sta. Cruz, Cal.), nuevamente se
lavé con PBS. Para la doble inmunotincién, las laminillas fueron incubadas con p14*%*
(Tabla 5) a una dilucién 1:100 por 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente se
lavaron con PBS. Después fueron incubadas por 1 hora con el anticuerpo secundario
conejo anti-cabra IgG conjugado con rojo Texas a una diluciéon de 1:50. Las laminillas se
lavaron y se montaron en glicerol (90%), DABCO (diazabiciclo [2.2.2] octano). La
microscopia de IF se realizé en un microscopio confocal invertido Zeiss LSM 710 equipado
con un laser de escaneo criptén-argén (longitud de onda 488/568 nm). Las imagenes
obtenidas de ambos canales (FITC y rojo Texas fueron registradas simultdaneamente a
idénticas aperturas, en tres ocasiones por linea celular, en 5 campos. La imagen derivada

de FITC fue observada como verde fluorescente, mientras que la imagen derivada del rojo

Texas fue observada como rojo fluorescente.

1.6.3.4. EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT
Una vez que las lineas celulares en estudio alcanzaron un 80% de confluencia, se realizd la
extraccién de proteinas totales en condiciones de frio de la manera siguiente: La
monocapa celular se lavé dos veces con PBS pH 7.4, a la que posteriormente se
adicionaron 200 pl de buffer de lisis RIPA (3mM tris pH 8, 50 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-
40,1% de aprotinina 1mM PMSF) en hielo por 30 minutos. Con un gendarme se raspé la
superficie de la caja y se recuperé el lisado celular que también se sénico 5 veces durante
un minuto, posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos a 4 °C, se colecté el

sobrenadante y la cuantificaciéon de las proteinas totales se realizd mediante el método
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del Acido Bisinconilico (BCA) (Pierce, Rockford, Il). Por carril y linea celular 50 ug/ 26 ul de
extracto total de proteinas fueron calentados a 95 °C durante 5 minutos e
inmediatamente puestos en hielo y sujetos a electroforesis SDS-Page (en geles en un
intervalo de 7.5% a 15% dependiendo de la proteina) y transferidos en una camara
humeda fia (180 minutos a 200 mA) a una membrana de nylon-nitrocelulosa (Hybond-C,
Amersham, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Posteriormente las membranas fueron
tratadas con una solucidn bloqueadora de sitios no especificos (PBS pH 7.4, leche en polvo
sin grasa 5% y Tween 20 0.1%) por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente

INKAA anti-p53 y anti p—14ARF ad°C

se incubaron los anticuerpos primarios anti-Rb, anti-p16
(Tabla 5) toda la noche en un rango de diluciones de 1:1000 a 1:10,000. Después de la
incubacién con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas con PBS-Tween 20
0.1%) 5 veces por 10 min. Para la deteccidon del complejo proteina-anticuerpo primario las
membranas se incubaron (60 minutos a temperatura ambiente) con el anticuerpo
secundario correspondiente, conjugado con HRP. Después de esta segunda incubacion las
membranas finalmente fueron lavadas a temperatura ambiente 5 veces con PBS-Tween
20 0.1% por 5 minutos. El revelado de las membranas se hizo por el método de
quimioluminiscencia incubandolas primero con luminol por 1 minuto (ECL + Amersham) y

después exponiéndolas a una placa de rayos X (Hyperfilm ECL, Amersham) para registrar la

reaccion de oxido reduccion.
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1.6.4. RESULTADOS

1.6.4.1. EXPRESION DE Rb, p16™** p53 Y p14"%F

En las lineas celulares de cancer cervical transformadas por VPH-AR y en la linea celular
MCF-7, p53 mostrd una reaccidn positiva débil en el nucleo y el citoplasma de las células
(< 4%) (Figura 8S, T, U e Y; Tabla 6). En contraste, las lineas celulares C-33A y SW480
mostraron una intensa inmunoreaccion en el nucleo y el citoplasma de la mayoria de las
células (> 90%) (Figura 8X y Z; Tabla 6). La inmunoreaccion de Rb fue positiva débil en el
nucleo y el citoplasma en todas las lineas celulares, aunque fue ligeramente mayor en C-
33A y MCF-7 (Figura 8M, N, O, P, Qy R; Tabla6).

La inmunoreacciéon de p16INK4A fue positiva e intensa en el nucleo y el citoplasma en todas
las lineas celulares derivadas de CaCU transformadas por VPH-AR (> 80%) (Figura 8A, By
C; Tabla 6). En la linea celular C-33A, p16™** presenté una intensidad variable en su
reaccion, restringida al citoplasma de la mayoria de las células (> 80%) (Figura 8D; Tabla

INK4A

6). En las lineas celulares MCF-7 y SW480 no se observoé expresion de pl6 (Figura 8E'y

F; Figura 9; Tabla 6). La inmunoreaccién de p14"%

fue positiva e intensa,
consistentemente en el nucléolo de las células derivadas de CaCU (£ 95%) incluyendo a la
linea celular C-33A (Figura 8G, H, | y J; Tabla 6), mientras que en la linea MCF-7 estuvo
ausente y escasamente presente en algunas células de SW480 (Figura 8Ky L; Tabla 6). La

ARF en la linea C-33A, la cual carece de VPH-AR podria ser debida

intensa expresion de p14
tanto a las mutaciones del gen p53 en los codones 273 y 245, como a la unidén por cortey

ensamble alternativo en el exdn 20 del gen Rb, que da como resultado la pérdida de ese

marco de lectura (Scheffner, 1991).
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INK4A ARF

El porcentaje de células con expresion nuclear/nucleolar de p16 y pld™" estd

representado en la Figura 9.
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Figura 8. Inmunocitoquimico de las proteinas supresoras de tumores en lineas celulares de cancer
humano. p16|NK4A se sobre-expresé en los nucleos y el citoplasma de las lineas celulares transformadas por
VPH-AR (A, By C). En la linea celular C-33A negativa a VPH la expresion de p16'NK4A se limité al citoplasma
(D). La expresion de p14ARF se detectd en los nucléolos de las lineas celulares de cdncer de cuello uterino
positivas y negativas a VPH (G, H, I y J). Ambos marcadores no fueron expresados en lineas celulares de otros
tipos de cancer (MCF-7 y SW480) (E, F, K y L). La expresion de Rb fue de leve a moderada en nucleos y
citoplasma de todas las lineas celulares (M, N, O, P, Q y R). p53 mostré un patrdn de expresion similar (S, T,
U e Y) con aumento de la expresion e intensidad en las lineas celulares C-33A y SW480 (X y Z) (400x).
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cancer. p14™" mostré un mayor porcentaje de positividad que p16
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cancer de cuello uterino. * p <0,05, Mann-Whitney.
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Tabla 6. Proteinas supresoras de tumor y proteinas virales

Hela SiHa CaSki C-33A MCF-7 SWAB0

p53 N++ N++ N++ N+++ N++ N+++
{2.4) {2.6) {2.6) {92.2) {3.2) {91.2)

Rb N+ N+ N+ N+ N+ N+
{2.6) {2.8) {2.8) {9.0) {5.2) {4.2)

ple!NKaA N&C+++ N&C+++ N&C+++ C++ ND ND
{81.2) {83.8) (83.2) {85.4)

pl4ARF Nl+++ Nl+++ Nl+++ Nl+++ ND ND
{96.0) {95.8) {96.4) {96.4)

6 N&C++ N&C++ N&C++ ND ND ND
{82.6) {81.8) {81.8)

£7 N&C++ N&C++ N&C++ ND ND ND
{84.2) {84.8) {86.2)

Expresion dep53, Rb, p16'"** p14#FF E6 v E7, en lineas celulares de cancer

ND:No detectado; N: nicleo; NI: nucléolo; C: citoplasma

Los numerous entre paréntesis { ) indica percentaje de células positivas en 10 campos.

Intensidad dereaccién: baja +, intermedia ++, alta +++.
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INK4A

La IF de doble tincién para p16 y p14*%F demostré claramente la co-expresion de estas

proteinas en el nucleo de las lineas celulares derivadas de CaCU transformadas por VPH-

INK4A

AR. En el caso de la linea celular C-33A, p16 estuvo ausente del nucleo observandose

ARF

Unicamente en citoplasma, mientras que p14™ se observd en nucléolo al igual que en las

KAy p14*%F fueron

lineas derivadas de CaCU con VPH-AR. Es claro que solamente p16
marcadores diferenciales de células derivadas de CaCU transformadas por VPH-AR que

consistentemente se co-expresan en el nucleo de esas células. La Figura 10 muestra una

imagen representativa de este patron de co-expresion descrito en células SiHa y C-33A.

p16INKA

INK4A ARF INK4A

Figura 10. Inmunofluorescencia de doble tincién para p16 ypla ™. pl6 y p14ARF co-expresan en las
células SiHa (VPH-16) (A). p16INK4A fue predominantemente nuclear (B), mientras que p14ARF se encuentra
exclusivamente en nucléolos (C). Co-expresion de p16™** y p14™* en células C-33A (D), p16™** estuvo
presente en el citoplasma, pero totalmente ausente de los nucleos (E), mientras que p14ARF se observo

exclusivamente en los nucléolos (F).
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El anadlisis semicuantitativo por Western blot de los niveles de expresién de las proteinas
Rb, p16™* p53 y p14™*" demostré bajos niveles de expresién de las proteinas Rb y p53
en las lineas celulares derivadas de CaCU con VPH-AR, mientras que la linea C-33A mostrd
bajos niveles de expresion de Rb, pero altos niveles de p53. La linea celular MCF-7
también mostré bajos niveles de expresién de estas proteinas. En la linea SW480 se
observaron bajos niveles de expresion de Rb, pero altos de p53. En relacion a los niveles
de expresion de p16™ " y p14”*F en los extractos totales de proteina, que incluye al
nucleo y al citoplasma, fueron altos en todas las lineas celulares derivadas de CaCU,
incluyendo a C-33A, mientras que las células cancerosas que no provienen del cérvix

uterino no mostraron la expresidn de estas proteinas (Figura 11).

Kd
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HeLa SiHa Ca Ski C-33A MCF-7 SW480

Figura 11. Expresion de las proteinas supresoras de tumores en lineas celulares de cancer humano
analizados por Western blot. Las proteinas supresoras de tumor se visualizaron utilizando anticuerpos

0 INK4A ARF . /
especificos (que se resumen en la Tabla 5). p16 y pl4™" estuvieron presentes en todas las células de
cancer de cuello uterino y ausentes en las lineas celulares de cancer diferente al de cuello uterino. La
expresion de Rb y p53 fue de leve a moderada en todas las lineas celulares, mostrando mayores niveles de
p53 en las lineas celulares C-33A y SW480. B-actina se utilizé como control interno de carga.
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1.6.4.2. EXPRESION DE PROTEINAS VIRALES
Las proteinas virales E6 y E7 del VPH tipos 16 y 18 mostraron inmunoreaccién positiva
moderada principalmente en citoplasma de > del 80% de las células de cdncer con VPH-
AR, es decir en las lineas celulares Hela, SiHa y CaSki. En las lineas celulares C-33A, SW480

y MCF-7 sin VPH-AR no se observé reaccion alguna (Tabla 6).

1.6.4.3. EXPRESION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION E2F Y DE LAS
PROTEINAS DE REGULACION DEL CICLO CELULAR

La expresion de E2F-1 fue intensa en el nucleo y citoplasma en > del 85% de las células de

todas las lineas celulares, al igual que para las ciclinas, aunque en porcentajes diferentes

(> 35% para las ciclinas Ay B1; > 85% para la ciclina E) (Tabla 7).

1.6.4.4. EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE PROLIFERACION CELULAR
La expresion de ambas proteinas de proliferaciéon celular; PCNA (antigeno nuclear de
proliferacién celular) y Ki-67 fue intensa en el nucleo y nucléolo, respectivamente, en

todas las lineas celulares en > 90% de las células (Tabla 7).
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Tabla 7. Factor de transcripcion E2F-1, proteinas de regulacion del ciclo
celulary de proliferacion celular

Hela SiHa CaSki C-33A MCF-7 SW4s0
E2F-1 N&C+++ NE&C+++  N&C+++  N&C+H++ N&C+++ N&C+++
(88.4) (86.4) (89.8) (87.4) (88.4) (86.4)
Ciclina A N&C+++ N&C+H++  N&C+++  N&C+H++ N&C+++ N&C+++
(35.4) (36.2) (35.8) (35.6) (37.6) (36.0)
Ciclina B1 N&C+++ N&C+++  NEC+H++  N&C+H++ N&C+++ N&C+++
(38.0) (37.0) (38.4) (36.6) (38.2) (37.6)
Ciclina E N&C+++ N&C+H++  N&C+++  N&C+H++ N&C+++ N&C+++
(89.4) (89.2) (89.4) (87.0) (86.4) (85.2)
PCNA N+++ N+++ N+++ N+++ N+++ N+++
(96.0) (95.6) (95.8) (94.8) (95.4) (95.4)
Ki-67 NI+++ NI+++ NI+++ NI+++ NI+++ NI+++
(90.4) (93.2) (95.0) (93.8) (93.6) (94.6)
Expresion del factor de transcripcion E2F-1, proteinas de regulacion del ciclo celular y
proteinas de proliferacion celular
N:nacleo; NI: nucléolo; C: citoplasma
Losnumerous entre paréntesis { ) indica porcentaje de células positivas en 10 campos
Intensidad de reaccion: baja +, intermedia ++, alta +++.

1.6.4.5. EXPRESION DE METALOPROTEASAS Y CATEPSINAS
La expresién de las metaloproteasas (MMP) 9 y 11 (intensa y débil, respectivamente) se
observé en el citoplasma de la mayoria de las células (>90%) en todas las lineas celulares
de cancer. Las expresion de las MMP 2 y MMP 10 fue positiva débil en el citoplasma de la
mayoria de las células (> 90%) de todas las lineas celulares, con excepcion de la linea C-
33A donde fue ausente. La expresién de la MMP 12 fue negativa en todas las lineas
celulares consideradas en este trabajo (Tabla 8). La expresidn positiva de las Catepsinas B,
D y F fue observada en el citoplasma de casi todas las células (> 90%) en todas la lineas
celulares. La intensidad de reaccién fue alta para la Catepsina D y débil para las Catepsinas

By F (Tabla 8).
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Tabla 8. Metaloproteasas y Catepsinas

Hela SiHa CaSki C-33A MCF-7 SW4as0
MMP-2 C+ C+ C+ ND C+ C+
(93.8) (93.6) (92.0) (95.8) (92.8)
MMP-9 C+++ C+++ C+++ C+++ C+++ C+++
(92.8) (95.0) (92.6) (93.6) (95.0) (91.0)
MMP-10 C+ C+ C+ ND C+ C+
(93.0) (93.2) (95.6) (93.2) (92.8)
MMP-11 C+ C+ C+ C+ C+ C+
(91.4) (94.4) (93.8) (94.0) (94.0) (93.6)
MMP-12 ND ND ND ND ND ND
Catepsina B C+ C+ C+ C+ C+ C+
{(95.0) (93.4) (92.4) (92.8) (95.6) (92.2)
Catepsina D C+++ C+++ C+++ C+++ C+++ C+++
(93.4) (93.8) (93.4) (93.4) (94.0) (93.6)
Catepsina F C+ C+ C+ C+ C+ C+
(93.2) (93.0) (92.8) (92.2) (93.6) (94.4)
Expresion de proteasas en lineas celulares de cancer
C:citoplasma; ND:no detectado
Los nimeros entre paréntesis ) indica porcentaje de células positivas en 10 campos
Intensidad de reaccion: baja +, intermedia ++, alta +++.

1.6.5. DISCUSION
Se ha discutido en los ultimos afios sobre la conveniencia del empleo de las lineas
celulares en la investigacidon del cancer. Lo que es un hecho es que las lineas celulares
representan un recurso muy importante en el estudio de los cambios celulares observados
en ciertos estadios fisioldgicos y patoldgicos. En el estudio del cancer, se realizan
importantes esfuerzos para correlacionar el conocimiento obtenido de las lineas celulares
derivadas de canceres humanos con los cambios observados en las células de cancer in
vivo. Tomando en cuenta las diferencias entre estos dos tipos de células, las similitudes
entre ellas son suficientes como para entender que operan los mismos mecanismos

patogénicos (Sharma, 2010).
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INK4A como un marcador “especifico” de

La abundante literatura en relacion al uso de p16
la infeccién y transformacién por el VPH-AR del cérvix uterino, se ha realizado tanto en
células como en tejidos, datos que han contribuido a destacar la importancia de validar el
empleo de este biomarcador en la clinica (Tsoumpou, 2009; Kurshumliu, 2009). Es
sorprendente la poca atencién que se le ha dado al significado de la expresion de p14*%*
como un biomarcador para canceres asociados a VPH-AR, pues se sabe que esta proteina

se sobre-expresa en respuesta a un estimulo oncogénico que puede ser de naturaleza viral

(Harris, 2005). Nuestros resultados indican que, entre las diferentes proteinas estudiadas,

INK4A ARF

solamente pl6 marcan diferencialmente células de cdancer cervical

y pl4d
transformadas por VPH-AR. Como se esperaba, fue evidente que las proteinas asociadas a
proliferaciéon celular como PCNA y Ki-67 estuvieron presentes en todas las lineas celulares.
No observamos diferencias en la intensidad de la reaccidon y localizacién de estos
marcadores entre lineas celulares de cancer transformadas por VPH-AR y la que son
negativas a VPH. La proteina PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular) se une al
ADN durante la fase S en cualquier célula en ciclo. Ki-67 es también una proteina asociada
proliferacién celular, que se sobreexpresa durante la sintesis de ADN. Por lo tanto la
presencia de ambas proteinas en todas las lineas celulares solamente es una indicacién de
proliferaciéon y no distinguen entre células de cédncer transformadas con o sin VPH-AR.
Hay, sin embargo, algunos reportes que proponen a PCNA como un marcador para el
diagnéstico citolégico e histologico de CaCU asociado a VPH-AR y de la progresion de la
enfermedad (Branca, 2007). Otros estudios han usado a Ki-67 como un marcador en

INK4A

combinacidn con p16 , sin embargo la especificidad no es mejorada significativamente

(Galgano, 2010).
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AuUn cuando la expresidon de las oncoproteinas E6 y E7 solamente se observo en las lineas
celulares derivadas de CaCU con VPH-AR (Tabla 6), debe mencionarse que su expresion
fue dificil de detectar. En relacién a este punto, aun cuando existen anticuerpos
disponibles comercialmente o los investigadores elaboren sus anticuerpos contra E6 y E7,
en varios trabajos se han descrito dificultades en la deteccidn de estas oncoproteinas, las
explicaciones van desde la inestabilidad quimica, inhibicion se su sintesis y/o degradacién
de éstas (Vaeteewoottacharn, 2005; Wise-Draper, 2008). En nuestra experiencia el
empleo de las proteinas E6 y E7 como marcadores en ICQ o IHQ es de dificil
reproducibilidad, por lo que no son marcadores adecuados en clinica. Por otro lado, p53
mostrd una reaccién positiva débil en las lineas celulares derivadas de CaCU con VPH-AR y
en MCF-7, mientras que Rb tuvo una reaccién positiva de débil a moderada en todas las
lineas celulares, por lo que estos marcadores no parecen distinguir entre lineas de cancer
transformadas por VPH de las que carecen de VPH, pero si entre las que tienen
mutaciones en p53, tal es el caso de las lineas celulares C-33A y SW480. En las lineas
celulares de CaCU con VPH, la baja expresion de p53 y Rb se atribuyd a que estas son
degradadas por E6 y E7, respectivamente (Syrjanem, 2005; zur Hausen, 2009). En
conclusién las proteinas p53 y Rb no pueden ser empleadas como marcadores de células
de CaCU transformadas por VPH-AR.

AuUn cuando las proteasas participan de forma significativa en los procesos de invasién y
metastasis, no todas las proteasas estan sobre-expresadas en la mayoria de los tejidos con
cancer. Las MMP y las Catepsinas han sido extensamente estudiadas en el CaCU asociado
a VPH-AR con la finalidad de descubrir algun patrén de expresion o su utilidad como

marcadores, los resultados obtenidos hasta la fecha son controversiales (Vazquez-Ortiz,
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2005; Schropfer, 2010; Utrera-Barillas, 2000). En nuestro estudio no encontramos un
patron de expresion caracteristico y no observamos diferencias de expresidon entre las

lineas celulares positivas a VPH-AR de las negativas a VPH-AR.

INK4A

Nuestros resultados claramente mostraron que solamente pl6 y p14ARF fueron

consistentemente expresados en las lineas celulares de CaCU positivas VPH-AR. Ha sido

bien establecido que la sobreexpresion del inhibidor de cinasas dependiente de ciclinas

16INK4A

p resulta de la liberacién del factor de transcripciéon E2F-1 a causa de la inactivacion

de Rb por la oncoproteina E7. Hasta el momento, una gran cantidad de estudios ICQ e IHQ

INK4A como marcador de

en CaCU han demostrado alta sensibilidad y especificidad de p16
lesiones pre-malignas y malignas en células y tejidos de cérvix con VPH (Klaes, 2001;
Tsoumpou, 2009). Hay, sin embargo, otros reportes que han emitido serias dudas sobre la

INK4A

especificidad de p16 como marcador subrogado (Trunk, 2004; Tsoumpou, 2009). Otro

punto de debate es su localizacidn intracelular. La interpretacidon inmunocitoquimica de la

tincién para p16"\“<4A

con el método de peroxidasa varia de un estudio a otro. Algunos
estudios consideran que la tincion en el nucleo/citoplasma es positiva, mientras que otros
estudios postulan que solamente la tincidn nuclear en las células cervicales con VPH-AR
debe considerarse positiva (Kurshumliu, 2009; Murphy, 2003). Nosotros no encontramos
ninguna razén que fundamente o explique porque una u otra localizacién deba

INK3A consistentemente fue localizado en el

considerarse positiva. En nuestro estudio, p16
nucleo y citoplasma de las células de cancer cervical, excepto en la linea C-33A, en la que
exclusivamente se localizd en el citoplasma. Este fendmeno podria arrojar algo de luz

sobre los mecanismos responsables de su ubicacién intracelular. p16™“* debe estar

enlazado al ADN para ejercer su accion y se transporta desde el citoplasma al nucleo por
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las proteinas chaperonas. Podria inferirse que en la linea C-33A el mecanismo de

INK4A

transporte de pl16 al nucleo por las proteinas chaperona estad dafiado (Evangelou,

2004). Por lo tanto, es posible que la localizacién en el citoplasma no deba ser tomada

INK4A

como una reaccion positiva para pl6 , ya que no es transportado al nucleo donde

ARF

ejerce su accion. p14™" estuvo presente de forma consistente en el nucléolo de todas las

células de CaCU. No encontramos expresion de esta proteina en otras lineas de cancer.

ARF

Algunos estudios han sugerido que p14™" podria ser un marcador subrogado para cancer

cervical, después de p16™** (Bulten, 2006; Feng, 2007). p14™*" es codificado por lo exones

INK4A

1B, 2 y 3 del cromosoma humano 9p21, p16 comparte los exones 2 y 3 en un marco

ARF

alterno de lectura (Stott, 1998). p14™" puede detener el ciclo celular en G1/S y G2/M

dependiente de p53, su expresion se incrementa después de un estimulo oncogénico con

desregulacién del ciclo celular. En una variedad de cdnceres humanos, las mutaciones

INK4A ARF

puntuales, la hipermetilacion del promotor y las deleciones de pl6 y pl4™" son

frecuentes. En el CaCU, las mutaciones puntuales, la hipermetilacidon del promotor y las

INK4A ARF

deleciones, usualmente estan ausentes y la sobre-expresién de pl16 y p14™" siempre

se observa (Sharpless, 2005; Feng, 2007).

La oncoproteina E7 del VPH-AR al unirse a la proteina Rb la lleva a su inactivacién, en

consecuencia ocurre la liberacidn del factor de transcripcién E2F-1, que en su momento

INK4A ARF

activa la transcripciéon de pl16 , entre otras proteinas. La sobreexpresion de

y pl4d
p14°%F también puede ser atribuible a la inactivacién funcional de la proteina p53 por la
degradacion de la oncoproteina E6 de los VPH-AR (Figura 6). Sin embargo, es probable que
INK4A

los diferentes tipos y variantes de VPH-AR tengan una diferente expresién de p16 y

p14°% En el estudio que en otro capitulo presentaremos, demostraremos que la
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transfeccion de E7 y de las variantes de E6 del VPH-18 a células MCF-7 afecta

significativamente la expresion de p14*%F,

INK4A ARF

Por IF de doble tincidn, las proteinas p16 exclusivamente fueron detectadas

y pld

de forma simultanea en el nucleo de las lineas celulares derivadas de CaCU con VPH-AR,

pero no en las células C-33A, las cuales mostraron ausencia de p16”\”<4A

en el nucleo, por el
contrario p14™% se detectd intensamente positiva en el ndcleo. La co-expresién en el
nucleo de células derivadas de CaCU con VPH-AR de estas dos proteinas sefiala la posible
T .z . INK4A ARF 7 .
utilizacion combinada de p16 y p14™ como marcadores especificos de CaCU asociado

INK4A

a VPH-AR. La presencia en el citoplasma de p16 en las células C-33A no debe tomarse

como tincién positiva, por lo tanto, nosotros estamos de acuerdo con los autores que

INK4A ARF

consideran solamente la tincién nuclear como positiva para p16 . Ya que p14™" estd
siempre localizado en el nucléolo su marca positiva no presenta problemas para
identificarla.

Aln cuando se ha informado que p14ARF

estd sobre-expresado en lesiones cancerosas y
precancerosas del cérvix uterino, los estudios son pocos y el nUmero de muestras clinicas
no es lo suficiente como para ponerse de acuerdo sobre su utilidad como un marcador
fiable (Bulten, 2006; Feng, 2007). Por el contrario, p16INK4A ha sido el tema de muchas
investigaciones, pero desafortunadamente no se ha alcanzado un consenso general sobre
su utilidad como un marcador para lesiones precancerosas y cancerosas (Tsoumpou,
2009; Kurshumliu, 2009). Una combinacion de marcadores se ha sugerido como el mejor

enfoque para el diagndstico clinico de las lesiones precancerosas y cancerosas del cuello

uterino (Malinowski, 2007; Tsoumpou, 2009, Pinto, 2012).
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1.6.6. CONCLUSION
Nuestros resultados mostraron que p16™ " y p14*% se co-expresan en el nicleo (nucleo y

nucléolo, respectivamente) de las lineas celulares derivadas de CaCU transformadas por

INK4A ARF

VPH. Podemos concluir que p16 podrian ser utilizados en combinacién como

y plad
marcadores complementarios, ya que presentan marcaje diferencial entre lineas celulares
derivadas de CaCU y otros canceres. Ademas, estudios adicionales en muestras de células

y tejidos de carcinomas cervicales deberdn ser realizados para confirmar la validez de

estos marcadores.

1.6.7. PERSPECTIVAS: ESTUDIO DE LA EXPRESION DE p16™“* Yy p14*F EN

CITOLOGIAS Y CORTES HISTOLOGICOS DE CANCER CERVICOUTERINO

INK4A ARF

Se realizé un estudio de la expresién de p16 en muestras citoldgicas y cortes

y pl4
histoldgicos cervicales provenientes de pacientes con CaCU invasor, positivos a VPH-16 y
se encontré que ambos biomarcadores se expresan de manera similar a la observada en
las lineas celulares derivadas CaCU con VPH (Figura 12).

En vista de los resultados satisfactorios de este estudio preliminar, nos proponemos
INK4A

realizar un estudio sistematico con material clinico para confirmar la utilidad de p16 y

p14ARF como marcadores moleculares para el diagndstico de CaCU.
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Reaccién inmunoldgica para p142RfF y p16'N*4A en CaCU invasor VPH-16
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Figura 12. Inmunodeteccion de p14ARF y p16"\"(4A en muestras citoldgicas e histolégicas de CaCU invasor

asociado a infeccion por VPH-16. Citologia (A) e histologia (C) en las que se observa que p14ARF se expresa
exclusivamente en los nucléolos. Citologia (B) e histologia (D) en las que se observa que p16™** se expresa

en el nucleo y citoplasma de las células neoplasicas. Por PCR de punto final se confirmé la presencia de VPH-
16. Escala= 50 um.

Es importante considerar que la gran mayoria de las muertes por CaCU en todo el mundo
ocurren en mujeres que nunca han sido examinadas, por lo que nos proponemos disefar
un kit o tira diagndstica con los biomarcadores idéneos para su deteccién en liquido

vaginal obtenido por auto-toma.
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1.7. REGULACION DE LA EXPRESION DE p14ARF EN CELULAS TRANSFECTADAS CON E7

Y VARIANTES DE E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 18
El papel del VPH-AR en la patogénesis del CaCU se ha establecido firmemente (zur Hausen,
2009). Los mecanismos moleculares que intervienen en la transformacion maligna
inducida por estos virus han sido ampliamente estudiados, en particular con respecto al
efecto de las oncoproteinas E6 y E7, que son necesarias para el desarrollo de lesiones

precursoras y el mantenimiento del fenotipo maligno (Moody, 2010). Ambos efectos se

consiguen mediante los mecanismos que implican el bloqueo de la funcién de p53, p14°%,

Rb y p16'NK4A. La oncoproteina E7 del VPH-AR al unirse a la proteina Rb la lleva a su

inactivacion, en consecuencia ocurre la liberacion del factor de transcripciéon E2F-1, que en

INK4A ARF

su momento activa la transcripcién de p16 , entre otras proteinas. La sobre-

y pl4d

ARF

expresion de p14™" también puede ser atribuible a la inactivacién funcional de la proteina

p53 por la degradacién de la oncoproteina E6 de los VPH-AR (Figura 5) (zur Hausen, 2008).

16INK4A

p se ha utilizado como un marcador especifico de células transformadas por VPH-

AR y ha sido objeto de una amplia aplicacién en la citologia e histopatologia. Se ha
informado de que su sensibilidad es cercana a 92%. Hay, sin embargo, otros informes que
indican que su especificidad es bastante baja en lesiones de dificil clasificacién, que varia

entre 63,2% y 71,1% en el ASCUS (p <.001) y L-SIL (p <0,001), respectivamente (Denton,

ARF

2010). Otro marcador molecular objeto de estudio es p14™" que, de hecho, se origina en

un marco de lectura alternativo de CDKN2A, gen que también codifica para p16™*

N
INK4A v no se ha usado

(Bulten, 2006). Aunque p14"*F ha sido menos estudiada que p16
rutinariamente para citologia y/o estudios histopatoldgicos, se sabe que es tan sensible

como (y, probablemente, mas especifica que) p16™** para la deteccién de células
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transformadas por VPH-AR (Kanao, 2004; Bulten, 2006). p14"% se limita a los nicleos vy

INK4A  También se

nucléolos de las células transformadas por VPH y se co-expresa con pl6
ha sugerido que la deteccién simultdnea de ambos marcadores podria aumentar ain mas
la sensibilidad y especificidad del diagndstico citolégico e histolégico de CaCU (Bulten,
2006; Vazquez-Vega, 2010-2011).

Se sabe que la expresiéon p14™*F es regulada negativamente por p53 (Stott, 1998) y el
complejo Rb/E2F (James, 2000). A su vez, la degradacion de p53 y Rb es controlada
principalmente por las oncoproteinas E6 y E7, respectivamente (Moody, 2010). Hay

ARF

circunstancias que podrian modificar la expresién de p14™" en las células infectadas con

VPH-AR, tales como el tipo y la variante de la infeccién por VPH, por ello es probable que
los diferentes tipos y variantes de los VPH-AR tengan una diferente expresién de p16'NK4A y
p14ARF.

El VPH-18 tiene tres variantes filogenéticas: Africana (Af), Europea (E) y Asidtico-Amerindia
(AsAi). Cada variante tiene una diferente distribucién étnico-geografica y muestran
variaciones en la constitucidn molecular del gen E6 y, en consecuencia, en las relaciones
de la expresion E6/E6*. E6* es el producto de corte y ensamble alternativo de E6 (Ong,
1993) y, paraddjicamente, protege a p53 de la degradacion inducida por E6 (Pim, 1997).
Algunos autores atribuyen un efecto distinto sobre la degradacion de p53 directamente a
las diferencias en la constitucion molecular del gen E6, caracteristicas de cada variante de
VPH (Stoppler, 1996). Sin embargo, este efecto directo de las variantes de E6 no fue
confirmado por De la Cruz-Hernandez y colaboradores (2005), quienes, en cambio,
atribuyen los distintos efectos antes mencionados a las diferencias en los niveles de
transcripcion E6/E6*.
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La hipodtesis es que estas diferencias en la relacién de E6/E6* podrian modificar la
expresion p14™*, posiblemente a través de las variaciones en la degradacién de p53 que
se ha demostrado se producen con cada una de las tres variantes. E7, a través de la
induccion alterada de la expresion de p53 (Bates, 1998), también podria influir en la

expresion p14°%F.

1.7.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
Un agente comun causante de CaCU es el virus del papiloma humano tipo 18 (VPH-18) con
sus tres variantes filogenéticas: Asidtico-Amerindia (AsAi), Europea (E) y Africana (Af).
Cada variante muestra diferencias significativas en el gen E6, mientras que en la
composicion genética del gen E7 no hay cambios significativos. Las oncoproteinas E6 y E7

son reguladores negativos de las proteinas p53 y Rb, por lo que, indirectamente regulan la

ARF INK4A

expresion de los supresores de tumores pl4 . De tal forma seria interesante

y plé
disecar el papel que tienen E7 y las variantes de E6 del VPH-18 en la regulacion de la

expresion de p14ARF, dada la complejidad de las variables que deben ser consideradas para

la validacion de biomarcadores como herramientas de diagndstico.

1.7.2. OBIJETIVO
El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de variantes de E6, E6 * y E7 del VPH-18

ARF v p53. Para lograr este objetivo, células de la linea MCF-7

en la expresidon de pl4
(derivadas de cancer de la mama), que expresan el tipo silvestre (wt) de las proteinas p53

y Rb, pero no expresan la proteina p14*%* (atin cuando poseen el gen funcional en el locus
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correspondiente), se transfectaron con variantes de E6 (AsAi, E y Af), E6* y el gen E7. La

evaluacion se realizé por RT-PCR y técnicas inmunoldgicas.

1.7.3. MATERIAL Y METODOS

1.7.3.1. CULTIVOS CELULARES Y TRANSFECCION DE LAS VARIANTES E6 Y E6*

Células de la linea MCF-7 (derivadas de cancer de la mama) se cultivaron hasta el 80% de
confluencia en DMEM-F12 (Gibco BRL, Grand Island, NY) suplementado con SFB al 10%
bajo condiciones estandar. Estas células fueron transfectadas con el ORF (open reading
frame) de E6 (nt 105-581) de las variantes del VPH-18 AsAi (clona de referencia), E (T18-
9), AF (T18-8) y E6 * (nt 100-228 del E6 de la clona de referencia) usando el vector de
expresion pcDNA 3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) que contienen un promotor de CMV
y los genes de resistencia a G418 (geneticina) (todos los plasmidos fueron amablemente
proporcionados por el Dr. de la Cruz Hernandez). Como control negativo se emplearon
células MCF-7 transfectadas con el vector vacio (pcDNA 3.1 sin secuencias E6 HPV-18).

Las células MCF-7 fueron transfectadas con 4 pg de ADN utilizando el sistema de
Lipofectamina 2000-plus (Gibco) y se cultivaron en placas seis pozos. La transfeccion del
plasmido pcDNA3.1 con GFP (proteina verde fluorescente) (Invitrogen) se usé como un
control para comprobar la eficacia de transfeccion que fue > 85% en todos los casos. Para
la seleccién de clones estables, 24 horas después de la transfeccidn se inicié tratamiento
con G418 a 0,8 mg ml' en DMEM-F12 durante 3 semanas. Un mes después de la
transfeccion, las células se cosecharon y se sometieron a la extraccion de ARN para

evaluar el patron de transcripcion de los genes E6 y E6 * a través de la RT-PCR.
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1.7.3.2. CO-TRANSFECCION CON EL GEN E7 DE VPH-18

Células MCF-7 fueron transitoriamente transfectadas con el ORF de E7 de VPH-18 clon de
referencia (nt 590-907) (Ong, 1993), utilizando el vector de expresion gWiz (Amsbio,
Abingdon, UK) que contiene un promotor de CMV sin genes de resistencia a G418. Como
control negativo se emplearon células MCF-7 transfectadas con el vector vacio (gWiz sin
secuencias E7 HPV-18). Las células fueron transfectadas con 4 pg utilizando el sistema de
Lipofectamina 2000-plus (Gibco) y se cultivaron en placas de seis pozos.

En paralelo, células MCF-7 previamente transfectadas con las variantes de E6 del VPH-18
(AsAi, E y Af) y E6* fueron co-transfectadas con el gen E7, siguiendo el método similar al
usado para la transfeccion del gen E6. La transfeccidn del plasmido gWiz con RFP (proteina
rojo fluorescente) se usé como un control para comprobar la eficacia de transfeccion que
fue > 85% en todos los casos. La permanencia de los genes transfectados en células MCF-7
se evalué por RT-PCR en 48, 72 y 96 horas después de la co-transfeccion.
La transfeccién transitoria de E7 se realizd con el fin de analizar y diferenciar claramente
los efectos atribuibles a la transfeccion estable de E6 sobre el proceso de transcripcién de

ARF

E6, asi como de p14™" y la expresién de p53.

1.7.3.3. EVALUACION DEL PATRON TRANSCRIPCIONAL DE E6 Y E7 POR RT-

PCR
Las células experimentales y control fueron sometidos a extraccién de ARN total mediante
el sistema de RNAeasy (Invitrogen) siguiendo los procedimientos recomendados por el

fabricante. Los ARN aislados adicionalmente se trataron con DNasa para asegurar la
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eliminacion completa de ADN contaminante. Las mediciones cuantitativas y la evaluacion
de la pureza de las muestras de ARN se llevaron a cabo utilizando técnicas
espectrofotométricas. Se determind que el ARN era de buena calidad mediante la
migracion de las muestras en geles de agarosa al 1,5%, que se visualizaron con bromuro
de etidio. La sintesis del ADN complementario (ADNc) se obtuvo por RT-PCR (Superscript
Invitrogen), utilizando 1 pg g de ARN total. El ADNc obtenido se utilizé para determinar el
patréon de transcripcion de las células transfectadas con las variantes de E6 y E7 del VPH-
18 en células MCF-7 usando los siguientes cebadores especificos para la amplificacidon por
PCR de E6:

5 'GGGGGATCCATGGCGCGCTTTGAAGATCCAACA,

3'GGGGAATTCTTATACTTGTGTTTCTCTGCGTCG;

Para amplificar por PCR a E7:

5"GGGGGATCCATGCATGGACCTAAGGCAACATTG y

3'GGGGGAATTCTTACTGCTGGGATGCACACCACG.

1.7.3.4. EVALUACION DEL PATRON DE EXPRESION DE p53 Y p14*%F POR
WESTERN BLOT

De las células MCF-7 control y de las transfectadas, después de alcanzar un 80% de

confluencia, se realizd la extraccion de proteinas totales en condiciones de frio de Ia

manera siguiente: La monocapa celular se lavé dos veces con PBS pH 7.4, a la que

posteriormente se adicionaron 200 ul de buffer de lisis RIPA (3mM tris pH 8, 50 mM Nacl,
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0.5% Nonidet P-40,1% de aprotinina 1mM PMSF) en hielo por 30 minutos. Con un
gendarme se raspd la superficie de la caja y se recupero el lisado celular que también se
sénico 5 veces durante un minuto, posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm por 15 min
a 4 °C, se colectd el sobrenadante y la cuantificacién de las proteinas totales se realizd
mediante el método del Acido Bisinconilico (BCA) (Pierce, Rockford, Il). Por carril y
variante de E6 50 ug/ 26 ul de extracto total de proteinas fueron calentados a 95 °C
durante 5 minutos e inmediatamente puestos en hielo y sujetos a electroforesis SDS-Page
(en geles en un intervalo de 7.5% a 15% dependiendo de la proteina) y transferidos en una
camara humeda fia (180 minutos a 200 mA) a una membrana de nylon-nitrocelulosa
(Hybond-C, Amersham, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Posteriormente las membranas
fueron tratadas con una solucién bloqueadora de sitios no especificos (PBS pH 7.4, leche
en polvo sin grasa 5% y Tween 20 0.1%) por 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se incubaron los anticuerpos primarios anti-p53 y anti p—14ARF a4 -°C
(Tabla 5) toda la noche en un rango de diluciones de 1:1000 a 1:10,000. Después de la
incubacién con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas con PBS-Tween 20
0.1%) 5 veces por 10 min. Para la deteccion del complejo proteina-anticuerpo primario las
membranas se incubaron (60 minutos a temperatura ambiente) con el anticuerpo
secundario correspondiente, conjugado con HRP. Después de esta segunda incubacion las
membranas finalmente fueron lavadas a temperatura ambiente 5 veces con PBS-Tween
20 0.1% por 5 minutos. El revelado de las membranas se hizo por el método de
guimioluminiscencia incubandolas primero con luminol por 1 minuto (ECL + Amersham) y

después exponiéndolas a una placa de rayos X (Hyperfilm ECL, Amersham) para registrar la
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reaccion de oxido reduccion. Procedimientos similares se realizaron 48, 72 y 96 horas

después de la co-transfeccién transitoria con E7 del VPH-18.

1.7.3.5. INMUNOCITOQUIMICA
Las células control y transfectadas fueron cultivadas en laminillas de cuatro pozos.
Después de alcanzar 80% de confluencia, el medio de cultivo se decantd y las células se
lavaron dos veces con PBS (pH 7,4). Posteriormente se fijaron en formaldehido 3% en PBS
(pH 7,4) durante 30 minutos y se enjuagaron dos veces. Las células fueron tratadas con la
solucion de recuperacién de determinantes antigénicos Target Retrieval Solution High pH
(DAKO) y se sometieron a 122-125 ° C a 15-24 psi en una olla a presién durante 20
minutos. La actividad de la peroxidasa enddgena fue bloqueada por incubacién con una
solucién acuosa de H,0, 3%. El bloqueo de las proteinas inespecificas se realizdé con una
solucion bloqueadora de proteinas libre de suero (DAKO, Dinamarca) durante media hora.
Los anticuerpos primarios: anti-HPV18-E6 (N-17) policlonal de cabra (dilucién: 1/100),

anti—p14ARF

(C-18) policlonal de cabra (1/200) y anti-p53 (DO-1) monoclonal de ratén
(1/200) (Tabla 5) se incubaron toda la noche a 4 °C. Utilizando el sistema Dako
LSAB+System HRP (DAKO). El revelado se llevd a cabo mediante una solucién de 3,3’-
diaminobencidina tetrahidroclorado (DAB) (DAKO). Contra tincién con azul de metileno
0.2%. En cada corrida se incluyd un control negativo sin anticuerpo. Los controles
negativos, incubados sin anticuerpo primario también fueron incluidos. Los experimentos
de inmunocitoquimica de todos los grupos de estudio se realizaron cinco veces cada uno.

Los pardametros evaluados a través del examen microscopico fueron; localizacién

intracelular de la reaccién inmunocitoquimica (nucleo, nucléolo y/o en el citoplasma) y el

Pagina | 70



porcentaje de células positivas (%) en diez campos microscépicos de 400x. La intensidad

de la reaccion fue reportada como baja (+), intermedia (+ +) y alta (+ + +).

1.7.4. RESULTADOS

1.7.4.1. LAS VARIANTES DE E6 DE VPH-18 POSEEN PATRONES
TRANSCRIPCIONALES DIFERENTES DEE6 Y E6*

La Figura 13 muestra que tanto el transcrito completo de E6, como el transcrito truncado
E6* se observan después de la transfeccion en todas las variantes E6 de VPH-18, aunque
con claras diferencias en sus niveles relativos (relaciéon E6/E6*). Después de la transfeccion
con la variante de AsAi, la proporcién de E6> E6 *, mientras que con las variantes E y Af |a
proporcion fue E6 <E6 *, pero con E los niveles de E6 fueron mas altos en comparacién
con la variante Af. Los niveles de E6* fueron similares en las células transfectadas con
cualquiera de estas dos variantes. Este predominio del transcrito E6* después de la
transfeccion con E fue similar a la encontrada en las células transfectadas con el bicistrén
E6E-E7 (E6-E7 Europea) y en células Hela (HPV-18 variante E), donde habia una ausencia
casi total de E6, aparentemente debido a los efectos del gen E7.
La transfeccion con el constructo E6* dio como resultado la presencia exclusiva de
transcritos E6 *. Los controles negativos, que consisten en la mezcla de reactivos de RT-
PCR sdlo (-), células MCF-7 no transfectadas y las células transfectadas con el plasmido

vacio pcDNA 3,1 mostraron completa ausencia de transcritos E6 y E6*.
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Figura 13. Patron de transcripcion de las variantes de E6 de VPH-18 transfectadas en células MCF-7. El
“alternative splicing” del gen E6 del VPH-18 mostro relaciones variables de los transcritos E6/E6*. Con la
variante AsAi E6>E6*, mientras que con las variantes E, Af y E6%, E6* > E6. La transfeccidn con el bicistron
E6E—-E7 replicd cercanamente el patron de transcripcion observado en las células Hela. Controles negativos:
(=) = mezcla de reactivos para RT-PCR sin ADNc. MCF-7 = ADNc aislado de células MCF-7 no transfectadas.
pcDNA 3.1= plasmido vacio. E6 = 495 pb, E6* = 313 pb. B-actina= control de carga.

AsAi; Asiatico-Amerindia, E; Europea, Af; Africana.

1.7.4.2. LAS VARIANTES DE E6 VPH-18 INDUCEN EXPRESION DIFERENCIAL DE

p53 Y p14"*F
La Figura 14 muestra los patrones de expresion de p53 y p14*%" en células MCF-7
transfectadas con variantes de E6 VPH-18 por Western blot. La expresion de la proteina
p53 fue evidente en las células control (células MCF-7). El efecto diferencial de las
variantes de E6 en los niveles de p53 se puede observar. Los niveles mas bajos de p53 se

observaron con las variantes AsAi y E. Los niveles mas altos estuvieron asociados con la
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variante Af y E6*. En la misma figura se observa la expresiéon p14™" en todas las células

transfectadas y su ausencia en las células no transfectadas (células MCF-7 y las células

transfectadas con plasmido vacio pcDNA 3.1). Hubo una aparente relacion inversa entre la

ARF

expresion de p53 y p14™™. Las células con la menor expresion de p53 (AsAiy E) mostraron

ARF

sobreexpresién de p14™", mientras que las células con la mas alta expresion de p53 (Af y

E6*) mostraron reducida en gran medida la expresion p14”%.

MCF-7 pcDNA 3.1 AsAi E Af E6* kD
PROTEINA

W— —
p14ARF _ Pre— —
p53

Figura 14. Patrones de expresion de p53 y p14ARF en células MCF-7 transfectadas con variantes E6 de VPH-

18 por Western blot. p14ARF estuvo ausente en las células MCF-7 no transfectadas y en las transfectadas con
plasmidos vacios (pcDNA 3.1). La expresion de p14ARF solo se observd en las células transfectadas con las
variantes de E6 y E6*. La maxima expresion de p14ARF se observd con las variantes AsAi y E, la mas baja con
Af y E6*. El patrén de expresidn de p53 fue inverso al de p14ARF, es decir, la expresion mas baja se observo
con AsAi y E, las mas alta con Af y E6*, asi como en los controles: MCF-7= células no transfectadas y pcDNA
3,1 células MCF-7 transfectadas con el plasmido vacio. B-actina= control de carga de la proteina.

AsAi; Asiatico-Amerindia, E; Europea, Af; Africana.

1.7.4.3. LAS VARIANTES DE E6 DE VPH-18 INDUCEN EXPRESION DIFERENCIAL
DE E6, p53 y p14"%F

Después de la transfeccion de las variantes de E6 de VPH-18 y constructo E6*, se realizo

ARF

mediante la técnica de ICQ la evaluacién de la expresién de E6, p53 y p14™. La Figura
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15(A) muestra la ausencia de la expresion de E6 en las células MCF-7 transfectadas con el
plasmido vacio pcDNA 3.1. Un panorama similar se observo en las células transfectadas
con E6* (Figura 15E). Las células transfectadas con la variante AsAi mostraron abundante
expresion nuclear y citoplasmica de la proteina E6 (Figura 15B), en las células con la
variante E la expresién de E6 en los nucleos y el citoplasma fue moderada (Figura 15C). En
las células transfectadas con la variante Af se observd una leve expresidon de E6 en

citoplasma y de moderada a intensa en algunos ntcleos (Fig. 3D).

La expresiéon de p53 que se observo en las células transfectadas con las variantes de E6 de
VPH-18 fue en diferentes niveles. La menor expresion de esta proteina se detectd en las
células transfectadas con las variantes AsAiy E (Figura 15G, H), es decir, en las células con
la maxima expresion de E6. En la Figura 15 (I) se muestra alta expresion de p53 en las
células con la variante Af, con una baja expresién de E6. Las células transfectadas con E6*
mostraron una alta expresion de p53 (Figura 15J), similar a la de las células transfectadas
con el plasmido vacio y variante Af (Figura 15F, 1), que coincidio, ademas, con la falta de
expresion de E6. Podemos concluir que existe una relacidon inversa entre los patrones de

expresion de p53 y E6.

En la Figura 15(K) que corresponde a las células MCF-7 transfectadas con el plasmido
vacio, no hay expresion p14ARF, mientras que una intensa tincidn en el nicleo y nucléolo
se observo en las células transfectadas con la variante AsAi (Figura 15L). Una reaccién mas
suave se observé en un nimero variable de células con la variante E (Figura 15M). En la
Figura 15(N) se muestra que en las células transfectadas con la variante Af presentaron

reaccién minima en el ntcleo y estuvo ausente en el nucléolo. Minima expresién de p14*%*
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también se observd exclusivamente en algunos nucléolos de las células transfectadas con

E6* (Fig. 30).

AsAi

Af

E6*

ARF

Figura 15. Inmunocitoquimica de E6, p53 y p14™ en células MCF-7 transfectadas con variantes de E6. La
expresion de E6 estuvo ausente en las células transfectadas con el plasmido vacio (A) y en E6* (E), mientras
que fue abundante en el nucleo y citoplasma de las células con la variante AsAi (B), disminuyendo
gradualmente en las células transfectadas con las variantes E (C) y Af (D). La intensidad de la expresion de
p53 es distinta, dependiendo de la variante transfectada, la mayor expresién se observd en las células
transfectadas con el plasmido vacio pcDNA 3.1 (F), Af (I) y E6* (J), la mas baja intensidad se observé en las
células transfectadas con la variante AsAi (G) y E (H). La expresién de p14ARF fue negativa después de la
transfeccién con el pldsmido vacio (K), minima con la variante Af (N) y E6* (O), mientras que fue maxima con
las variantes AsAi (L) y E (M). Escala, 50 um. AsAi; Asiatico-Amerindia, E; Europea, Af; Africana.
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1.7.4.4. LA TRANSFECCION DE E7 MODIFICA AL PATRON DE TRANSCRIPCION
DE E6

La Figura 16 muestra el patrén de co-transfeccion con E7 en células MCF-7 previamente
transfectadas con variantes de E6 y constructo E6*. En general las células transfectadas
con la variante AsAi el patrén de transcripcion de E6 se caracterizé por un predominio
abrumador del transcrito completo de E6 sobre E6%, siendo E6 * casi indetectable a las 96
horas. Lo contrario es cierto para las células previamente transfectadas con las variantes E
y Af, donde predomind E6* sobre E6 completo, siendo en estos casos E6 completo casi
indetectable a las 96 horas principalmente en la variante Af. Claramente, la co-
transfeccidon con E7 reduce los niveles del transcrito E6 completo en las variantes E y Af.
Los patrones de transcripcién descritos fueron bastante constantes a las 48 y 72 horas. A
las 96 horas se observaron variaciones minimas, tales como un ligero incremento en la
expresion de E6 principalmente en la variante E, e imperceptible en la variante Af. Los
patrones de transcripcion de E7 mostraron pequefias diferencias en la cantidad de sus
transcritos con las diferentes variantes de E6. A las 48 horas las células transfectadas con
AsAi mostro el nivel maximo de E7, el minimo se observé en las células transfectadas con
E6 *. Alas 72 y a las 96 horas el patrdon anterior se ha conservado, la excepcién fue un leve

aumento en el patréon de transcripcidn de E7 en las células transfectadas con E6 *.
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Figura 16. Patrones de transcripcion por RT-PCR de E6, E6* y E7 posterior a la co-transfeccion con E7 (en
células previamente transfectadas con las variantes de E6 y E6* del VPH-18). En una apreciacion general,
se puede observar que la transfeccion transitoria de E7 en células MCF-7 previamente transfectadas con las
variantes de E6 alterd el patrén de transcripcion de E6 y E6*, es decir en las células con la variante AsAi no
se observo el transcrito E6* y fue evidente la falta del transcrito completo E6 en las células con las variantes
E y Af. En las células transfectadas con E6* se observé aumento gradual conforme al tiempo de ambos
transcritos (E6* y E7). Al parecer los niveles de transcripcién de E7 no dependen de la presencia de E6, pero
difieren con cada variante de E6. El patron de transcripcion de E7 fue casi homogéneo en todas las variantes
desde las 48, 72 y hasta las 96 h. Los controles negativos: gWiz = plasmido vacio, (-) = RT-PCR reactivos sin
ADNc, MCF-7 = ADNCc aislado a partir de células transfectadas Unicamente con E7 (sin transfeccion de E6). E6
=495 pb, E6 * = 313 pb, E7 = 336 pb, B-actina de control de carga = 250 pb. AsAi; Asiatico-Amerindia, E;
Europea, Af; Africana.

1.7.4.5. EL GEN E7 DE VPH-18 INDUCE UNA ELEVADA EXPRESION DE LA

PROTEINA p14*F*

ARF 3 las 48 horas después de la

En la Figura 17 se muestra el patrén de expresion de pl4
co-transfeccidn con E7 que se caracterizé por la presencia de niveles uniformemente altos
de p14”°%F en las células transfectadas previamente con variantes de E6 variantes y E6*, asi

ARF estuvo ausente en los

como en las células MCF-7 Unicamente transfectadas con E7. p14
controles negativos, es decir, en las células transfectadas con el plasmido vacio; gWiz. El
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patron de expresion de p14™" a las 72 y 96 horas esencialmente no mostré cambios

importantes (datos no mostrados). Estos hallazgos contrastan con los resultados

ARF

previamente expuestos referente a la expresién de p14™" en las células transfectadas con

las variantes de E6 y E6* de VPH-18 (ver Figura 14).

Co-transfeccioncon E7
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Figura 17. Patron de expresion de pl4™ en las células co-transfectadas con E7 y previamente
transfectadas con variantes de E6 del VPH-18 por Western blot. En general se observd un nivel elevado y

homogéneo de expresion de p14*%, 48 horas después de la co-transfeccion con E7 en todas las variantes de
E6 y E6*. Las células sin E6 ni E7 (gWiz plasmido vacio) mostraron ausencia total de la expresién de p14”%.

MCF-7 = células Unicamente transfectadas con E7, B-actina= control de la carga de proteinas. AsAi; Asiatico-
Amerindia, E; Europea, Af; Africana.

1.7.5. DISCUSION
En un estudio anterior se informé que p14”%F se sobre-expresa de manera consistente en
los nucleos y nucléolos de las células de CaCU transformadas por VPH-AR (Vazquez-Vega,
2010). Dado que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-18 tienen un efecto indirecto sobre la
expresion pl4™f" es importante aclarar los efectos moleculares de estas proteinas, por

ARFy la expresién de p53.

separado y/o en combinacion en la regulacion de p14
E6 y su forma trunca, E6 * (Pim, 2009), asi como E7, son proteinas virales que participan

en la transformacidon maligna causada por la infeccion con VPH-AR. En relacién a los
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transcritos de E6 y E6*, se ha informado que los transcritos truncos que corresponden a
E6 * son mas abundantes que los transcritos de E6 completo en diferentes lineas celulares
derivadas de CaCU transformadas por VPH-AR (Pim, 1997). Una de las principales
conclusiones de este trabajo fue que la relacidon E6:E6* depende en gran medida de la
variante en cuestion. Claramente, hubo predominio del transcrito E6 completo sobre E6*
después de la transfeccién con la variante AsAi. Por el contrario, E6* predomind sobre E6

en las variantes E y Af.

No se ha dilucidado por completo porqué algunos transcritos predominan sobre otros en
estas variantes. En el caso de la relacion E6:E6*, al parecer depende de factores genéticos
y epigenéticos que influyen en el corte y ensamble alterno del intrén 1 del bicistron E6GE7
(Mole, 2009.).

La co-transfeccion con E7 notablemente altero los patrones de transcripcion de las
variantes de E6 y de E6*. Hubo un notable predominio del producto sin “alternative
splicing” en la variante AsAi. Lo contrario es cierto para las variantes E y Af, que mostraron
ausencia completa del producto de transcripcion E6 completo. El patréon de la
transcripcion de E7 se caracterizé por ligeras variaciones, pero continud siendo detectable
en cantidades significativas a lo largo del experimento (desde 48 horas hasta 96 horas) en
todas las variantes de E6. No hay informes anteriores sobre esta aparente influencia
reciproca sobre la actividad transcripcional de E6:E7 en una transfeccion por separado. No
gueda claro si este efecto no tiene que ver con las variaciones en la relacidon de E6:E6*,
por lo que merece una mayor exploracion.

Los estudios de RT-PCR del patron de transcripcidon en las células Hela, que estan

infectados con la variante E del HPV-18, mostraron que el patrén de transcripcién con una
Pagina | 79



secuencia relacionada, es decir, el bicistron E6GE-E7 de VPH-18, en ambos casos mostraron
un patrén de transcripcidon similar al encontrado después de la co-transfeccién con E7 de
las células MCF-7 previamente transfectadas con la variante E (Figura 13). Estos resultados
muestran que algunas interacciones entre estos dos genes son independientes de su sitio
de incorporacién en el genoma de la célula huésped, es decir, si estdn separados o en
tdndem. A pesar de una extensa revision de la literatura actual, no fue posible encontrar
ningun informe sobre los efectos de la transfeccion por separado de los genes E6y E7.

En los andlisis de Western blot de las células transfectadas con variantes de E6 de VPH-18,

ARF

se encontraron grandes diferencias en los niveles de expresiéon de p14™", la tendencia

general fue una expresion inversa a la de la expresién de p53. La variante AsAi presentd

los niveles maximos de p14ARF

asociados a la minima expresidon de p53. Integrando los
patrones de transcripcién E6/E6 * en esta ecuacion, es posible afirmar que esta variante
combina dos condiciones supuestas en cuanto a alta carcinogenicidad, es decir, los bajos
niveles de p53 y E6 > E6*. Esto puede explicar por qué esta variante se asocia con las
lesiones mas agresivas (Burk, 2009; Lizano, 2009b). La menor expresién de p14ARF, en
conjuncién con los niveles maximos de p53 se observo en las células transfectadas con la
variante Af, donde el patrén de transcripcidon fue E6*> E6. Esta combinacion de altos
niveles de p53 con predominio de la transcripcién de E6* podria explicar por qué esta
variante se asocia con lesiones menos agresivas. La variante E mostrd tener niveles de

expresion de p14"%F

y de p53 intermedios entre los observados con las variantes AsAi y Af
aunque la relacién E6:E6* estd moderadamente inclinada hacia el predominio E6*, en

consecuencia, esta variante se asocia con lesiones moderadamente agresivas. La

mencionada asociacion no es absoluta, lo que refleja el caracter heterogéneo del CaCU.
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ARF aunque en un grado

En las células transfectadas con E6*, se observo la expresion pl4
minimo. Este hallazgo fue inesperado debido a los informes que confirman el efecto

inhibitorio de E6* sobre la degradacion de p53 por E6 y el consiguiente bloqueo de la

ARF ARF

expresion de p14™. Este nivel minimo de p14™" podria atribuirse a una liberacidn parcial
de su expresion secundaria a modificaciones estructurales de p53 inducidas por su unién a
E6*. La unidn de E6* a p53 fue reportada primero por Pim y colaboradores (1997). Otra
posible explicacion es que puede haber una degradacién parcial de p53 por mecanismos
alternativos que pueden incluir a E6*.

La transfeccién con E7 en células previamente transfectadas con las variantes de E6 y E6¥,
asi como las células MCF-7 uUnicamente transfectadas con E7 indujo un alto nivel de

ARF

expresion p14™" . Por el contrario, las células transfectadas con los plasmidos gWiz vacios

mostraron ausencia de la expresion p14ARF.

La ICQ mostrd que el anticuerpo contra E6 no reconoce la proteina E6*, alin cuando éste
identifiqué el amino terminal de la proteina. Ademas es claro que no hay disponibilidad de
un anticuerpo especifico para la detecciéon E6* y se ha informado en repetidas ocasiones
por varios autores, el gran obstaculo que representa la deteccién de estas proteinas
(Schneider-Gadicke, 1988; Roggenbuck, 1991; Vaeteewoottacharn, 2005).

En los estudios ICQ E6 se expresd en las células transfectadas, aunque con diferencias en
la proporcion de células positivas y en su localizaciéon intracelular. Una tendencia
decreciente en la proporcion de células positivas a E6 fue la siguiente; AsAi > E > Af,
discernible en la Figura 15. Este hallazgo se correlaciona con claridad con los resultados

obtenidos por RT-PCR en donde encontramos una tendencia similar en los niveles de

transcripcion de E6 con las tres variantes.
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La expresion de p53 fue evaluada por inmunocitoquimica y mostrd un patrén similar al
observado por Western blot, es decir, las células transfectadas con la variante AsAi
mostraron los niveles mdas bajos de la expresion de p53 y una relacion E6>E6*. Los
mayores niveles de p53 se encontraron en las células transfectadas con la variante Af y
E6*. Los niveles de p53 en las células transfectadas con la variante E fueron intermedios
entre AsAi y la variante Af. Ademads, los estudios por ICQ también mostraron que la

AR estuvo ausente en las células MCF-7 no transfectadas y la minima

expresion pl4
expresion se registrd en las células transfectadas con la variante Af en contraste con AsAiy
E, donde p14ARF fue abundantemente expresado en el nucleo y nucléolo de la mayoria de
las células. Estos resultados tienen una clara correspondencia con el patron de expresion
de p14ARF observado en los estudios de Western blot, que mostraron los niveles mas altos
en AsAi y E. Finalmente podemos afirmar que tanto por Western blot, como por ICQ se

ARF

observod correlacion inversa entre la expresidon de p14™" y la expresién de p53.

1.7.6. CONCLUSION

En conclusién, los resultados anteriormente expuestos indican que la expresion p14*% es
diferencialmente regulada por las variantes de E6 del VPH-18 a través de p53 en las
células sin E7.

ARF

En presencia de E7, p14™ estuvo sobre-expresado, independientemente del estatus de

E6.
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En las células transfectadas Unicamente con E6*, se observé minima expresion de p14°%

coincidiendo con niveles aparentemente normales de p53. Esto podria atribuirse a un

efecto paraddjico de E6* sobre p53.

Por lo tanto, existe suficiente evidencia significativa para afirmar que E6 y E7 son

ARF

oncoproteinas cuya presencia es altamente relevante para la expresion de p14™" y que el

ARF

papel de E7 en la expresidon de p14™" merece mayor investigacion.

Los resultados anteriormente expuestos pueden explicar el efecto patogénico diferencial
de las variantes del VPH-18 y exponen la complejidad de las variables que deben

considerarse cuando se utilizan biomarcadores como herramientas de diagndstico.

1.7.7. PERSPECTIVA DE ESTUDIO
Nos proponemos enfocar nuestra investigacion al analisis de la expresién de otros
biomarcadores de interés de lesiones pre-neoplasicas y neoplasicas del cérvix uterino.
Estudiar el posible efecto protector de la induccion de la sobreexpresiéon de E6* en

lesiones pre-malignas y CaCU.
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