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Lista de Abreviaturas

(Universales)

APC: Proteina de Polipos Adenomatosos del Colon.
B-Cat: B-catenina.

Birc5: Survivina.

CC: Cancer Cervical.

CCND1: Ciclina D1.

CKZ1: Caseina Cinasa 1.

CIN: Neoplasia Intra-epitelial del Cérvix.

CK1-2: Casein Cinasa l o 1l.

DNA: Acido Desoxi-ribonucleico.

Dvl: Dishevelled.

E: Genes de Expresion Temprana “Early”.

EGFR: Receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico.
E6-AP: Proteina Asociada a E6.

GSK3p: Glucogeno-cinasa-sintasa-33.

HPV: Virus del Papiloma Humano.

HR-HPV: Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo.
IP: Yoduro de propidium.

K6: Citoqueratina 6.

K14: Citoqueratina 14.

L: Genes de Expresion Tardia “L”.

LCR: Region Larga de Control.

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad.
MRNA: RNA mensajero.

pRb: Proteina de Retinoblastoma.

RNA: Acido Ribonucleico.

RT-PCR: Retro-transcripcion y Reaccién en Cadena de la polimerasa.
RT-gPCR: RT-PCR cuantitativo.

Scrib: Scribble.



TCF4: Factor de células “T”’/Factor de Transcripcion 4.
WHO: Organizacion Mundial de Salud.

ZA: “Zonula Adherens” o “Uniones Adherentes”.



Resumen

Introduccion. La contribucion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina en la carcinogénesis asociada al virus
del papiloma humano (HPV) es poco conocida. Sin embargo, la proteina B-catenina puede encontrarse a
menudo localizada en el ndcleo celular de biopsias cervicales provenientes de infecciones por HPV. Por otro
lado, los modelos transgénicos tales como: K14-E6 y K14-E6APDZ muestran una clara asociacion con la
oncoproteina E6, y en particular, con su dominio de union a proteinas PDZ para incrementar la via Wnt/p3-
catenina.

Objetivo. Demostrar mediante un modelos in vivo la asociacion entre la oncoproteina E6 del virus del papiloma
humano tipo 16 y el aumento de la via de sefializacion Wnt/B-catenina.

Material y Métodos. Se evaluo la tincion de B-catenina mediante inmunohistoquimica en la piel dorsal de
ratones transgénicos K14-E6, K14-E6APDZ y ratones silvestres (FVB) a lo largo de 1 afio de vida.

Resultados. La presencia nuclear de 3-catenina depende del dominio PDZ de E6 en modelos in vivo.
Conclusiones. La via Wnt/B-catenina puede ser incrementada por la oncoproteina E6 en modelos in vivo e in

vitro.



Abstract

Introduction. The contribution of Wnt/B-catenin signaling pathway in HPV-related carcinogenesis is poorly
understood. However, the nuclear presence of B-catenin in human cervical biopsies shows a clear association
with HPV infections. Additionally, in vivo models such as K14-E6 and K14-E6APDZ show that the
enhancement of the Wnt/-catenin pathway depends on the PDZ-binding domain of the E6 viral oncoprotein.
Objective. Using in vivo models we demonstrate the association between the E6 oncoprotein and the
enhancement of Wnt/B-catenin signaling pathway.

Materials and Methods. The staining pattern of [3-catenin protein was evaluated in dorsal skin of K14-E6,
K14-E6APDZ transgenic mice and FVVB non-transgenic mice along 1 year of life by immunohistochemistry.
Results. The nuclear presence of B-catenin depends on the E6’s PDZ-binding in in vivo models.

Conclusions. The Wnt/B-catenin signaling pathway can be enhanced by the E6 oncoprotein in in vivo and in

vitro models.



Introduccion

Generalidades

El Virus del Papiloma Humano

El virus del papiloma humano (HPV) es un virus pequefio (tamafio~55 nm) no-envuelto capaz de infectar
virtualmente todos los epitelios estratificados. Su genoma se compone de una molécula circularizada de DNA
de doble cadena que codifica genes de expresion temprana “E” (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), genes de expresion
tardia “L” (L1 y L2), y una region larga de control (LCR) (1).

La naturaleza viral del HPV fue observada por primera vez en 1907 por Ciuffo a partir de un filtrado de
verrugas humanas (Ver Figura 1) el cual fue capaz de infectar a individuos sanos. Posteriormente, en la década
de los 20s, se pudo establecer la naturaleza infecciosa del HPV en verrugas genitales y papilomas laringeos (2).
La liberacion de particulas virales a partir de papilomas fue demostrada en 1949 mediante microscopia
electrdnica (3), y en la década de los 70s, Harald zur Hausen demostré la heterogeneidad del HPV a partir de
pruebas de hibridacion RNA-DNA, esté tipo de pruebas, también establecié que los HPVs cutaneos pueden
hibridar con los HPV plantares; sin embargo, los HPV plantares no hibridan con infecciones del tracto genital
(4, 5). El primer HPV fue aislado y identificado por Shope en 1983 (1).

Las primeras observaciones que sugerian un potencial oncogénico para el HPV comenzaron en 1972. Estas
observaciones se basaban en reportes anecdoticos de la literatura médica que describian una rara conversion
maligna de verrugas genitales (condiloma acuminata) hacia carcinomas celulares escamosos (6), esto condujo a
la hipotesis de que el cancer cervical podia evolucionar a partir de los HPVs causantes de verrugas genitales. En
1976, Meisels y Fortin postularon que las células coilociticas obtenidas del moco cervical de pacientes con
lesiones displasicas presentan un cambio citopatogénico provocado por el HPV, y podian ser utilizadas para
diagnosticar aquellas
lesiones que evolucionaran hacia cancer cervical (CC) (7). No fue sino hasta 1982 (y gracias a las técnicas de
secuenciacion de DNA), que se pudo demostrar la presencia del HPV en biopsias derivadas de CC (8).
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Actualmente, se han caracterizado la secuencia completa de alrededor de 120 genotipos 6 tipos diferentes
de HPVs, de estos, solo un tercio puede infectar el epitelio escamoso del tracto ano-genital (siendo los tipos: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 66 y 69 los mas comunes a nivel mundial). Dentro de los HPVs que
infectan el tracto ano-genital, alrededor de 15 son considerados como papilomavirus “de alto riesgo” (HR-
HPVs) debido a que su genoma se ha encontrado en el 99% de las neoplasia cervicales intra-epiteliales 6 CINs
(9). De los HR-HPVs, los tipos 16 (HPV16) y 18 (HPV18) son los responsables del 85% de los CCs a nivel

mundial, y son considerados como los arquetipos de HR-HPVs por excelencia (10).

Estructura del HPV16

Como se menciono previamente, el HPV16 es el tipo mas frecuente de HPV tipicamente clasificado como “de
alto riesgo”. EI HPV16 no sélo se ha caracterizado en infecciones del cérvix, sino también de vagina, vulva,
ano, pene, laringe, lengua y piel (11). La estructura y funcién de su genoma comprenden a E6 y E7 como sus
principales oncogenes, a E1 y E2 como proteinas encargadas de regular la expresion de E6/E7, a E4 cuya
funcion se relaciona posiblemente a la liberacién de las particulas virales, y a E5, el cual posee un potencial
oncogénico bajo (12). Ambos, E6 y E7 son capaces de interactuar con proteinas encargadas de regular el ciclo
celular, la apoptosis y la adhesion celular (13). Por otro lado, E5 se ha demostrado que su participacion
oncogeénica consiste en incrementar la actividad del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en

las células infectadas e inhibir la expresion del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (14)

El oncogén E6

El oncogén E6 es uno de los principales oncogenes del HPV, codifica para una proteina de 151 aminoacidos la
cual puede encontrarse histolégicamente tanto en el nicleo celular, como en el citoplasma. La oncoproteina E6
posee dos motivos (CXXC) los cuales conforman dos dedos de zinc, posee un dominio de interaccion con una
ubiquitina-ligasa enddgena conocida como E6-AP, la cual es necesaria para degradar al supresor de tumores
p53 (15). E6 es clasificado como oncogén debido a su capacidad para inducir proliferacion celular anémalos en
células mamarias (16), habilidad que se atribuye a su capacidad para degradar a al supresor de tumores p53
(17). Adicionalmente, el oncogén E6 se ha encontrado constitutivamente expresado en lineas celulares
derivadas de cancer cérvico-uterino (18) y puede cooperar con la oncoproteina E7 para inducir la

inmortalizacion de cultivos primarios de queratinocitos obtenidos de prepucio (19).
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No obstante, las células transformadas con E6 rara vez inducen tumores al ser inyectadas en ratones
desnudos, lo que sugiere, que son necesarios otros eventos moleculares para que las células transformadas con

E6 generen tumores (20).

Las proteinas con dominios PDZ

Los dominios PDZ son dominios organizadores de complejos proteinicos implicados en la formacion de
uniones celulares (como es el caso de la union estrecha), transporte ionico, y transmision de sefiales entre
células adyacentes para la regulacion de crecimiento y diferenciacion. Los dominios PDZ fueron originalmente
fueron descritos en la proteina post-sinaptica PSD95/SAP90, la proteina supresora de tumores de Drosophila
dlg-A y la proteina de la union estrecha ZO-1. Actualmente cerca de 75 proteinas se han reportado con este tipo
de dominios, los cuales suelen presentarse en multicopias en las proteinas que poseen este tipo de dominios
(22).

La gran mayoria de las proteinas con dominio PDZ estan asociadas en la membrana plasmética formando
dominios subcelulares como en el caso de las sinapsis, contactos célula-célula, y para la formacion de dominios
apicales, basales y laterales, lo cual llevo a la hipétesis de que este tipo de dominios son centrales en la
organizacion de dominios en la membrana plasmatica. La primera evidencia de que este tipo de proteinas son
organizadoras de complejos proteinicos en membrana surgi6 del hecho de que el dominio C-Terminal del canal
ionico de Potasio Shaker se une al segundo domino PDZ de la proteina PSD95 tanto in vitro como in vivo.
Analisis mutacionales, demostraron posteriormente que las proteinas PDZ reconocen el motivo (T/S) XV donde

X es cualquier aminoécido.

No obstante, las interacciones de las proteinas con dominio PDZ no se limitan a proteinas
transmembranales sino que incluyen también un gran nimero de proteinas citoplasmaticas las cuales son
reclutadas a la membrana citoplasmatica a través de este tipo de dominios y un ejemplo de estas proteinas son
las sintrofinas y la oxido protein-sintetasa (NNOS). Los dominios PDZ también estan implicados en la
formacion de transducisomas ya que muchas proteinas citoplasmaticas que interactian con proteinas de
membrana asociadas a proteinas PDZ son componentes de vias de transduccion de sefiales como por ejemplo:

Proteina-cinasas, reguladores de proteinas G y Fosfolipasa C, etc.
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Antecedentes Directos

La familia de proteinas Wnt poseen funciones pleiotropicas que incluyen: Proliferacion, migracion, y
diferenciacion celular. En ausencia de proteinas Wnt, [B-catenina, su regulador maestro, es detectable
histolégicamente Unicamente en las uniones celulares adherentes (esta [-catenina Se conoce como
“estructural”’). No obstante de que B-catenina puede localizarse en las uniones celulares, es la forma citosélica,

la que tiene un papel funcional en la regulacion génica (22).

La proteina p-catenina citosolica 6 de novo, es fosforilada en residuos de Serina y Treonina por el complejo
trimérico GSK3p-Axina2-APC, las fosforilaciones de este complejo le permiten a f-catenina ser reconocida por
la ubiquitina-ligasa B-TrCP para su ubiquitinacion y posterior degradadacion por la via del proteasoma. No
obstante, cuando ciertos ligandos Wnt se unen a su receptor Frizzled y al co-receptor transmembranal LRP5/6,
se establece un complejo en membrana que une y fosforila a la proteina Dishevelled (Dvl). Una vez fosforilada,
Dvl interactua con Axina2 e impide la formacion del complejo de degradacion de B-catenina, permitiendo que
esta se acumule en el citoplasma y migre al nucleo donde formara un complejo con el factor de transcripcion
Tcf-4 para regular la transcripcion de ciertos genes como es el caso de: c-myc (23), ciclina D1 (24), la proteina

de multi-resistencia a drogas 1 (25), matrisilina (26), Axina2 (27) y Birc5 (28), entre otros.

La participacion de la via candnica de Wnt en CC es evidente, debido a que la acumulacion nuclear de -
catenina se correlaciona con la progresion de tumores provocados por HPV en pacientes humanos, siendo este
fendbmeno comun para lesiones malignas, pero raro para lesiones benignas (29-32). Adicionalmente, estudios
recientes in vitro sugieren que E6 puede potenciar la via candnica de Wnt por si s6lo (33). En este estudio,
presentamos por primera vez estudios in vivo que demuestran que E6 puede potenciar la via candnica de Wnt;
sin embargo, hemos encontrado que la participacion del dominio PDZ de E6 es controversial, mientras que es

estudios in vivo sugiere tener una papel crucial, estudios in vitro sugieren que dicho dominio no es relevante.

Justificacion

El cancer relacionado a las infecciones por HPV son la segunda causa de muerte por cancer en la mujer a nivel
mundial (especialmente en mujeres jovenes). De acuerdo con la Organizacién Mundial de Salud (WHO), el HPV
tiene una prevalencia del 20% en mujeres sexualmente activas y cada afio se reportan alrededor de 500,000

infecciones nuevas, de estas, 250,000 deriban en muertes (34). Aunque a la fecha existen vacunas profilacticas
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contra el HPV como lo son: Gardasil® (Producida por Merck Sharp & Dhome) (35), y Cervarix® (Producida por
Glaxo Smithkline) (36, 37), estas no protegen contra alrededro de un 30% de HR-HPVs, y resultan ineficaces
para eliminar al HPV una vez establecida la infeccion. Por consiguiente, el estudio de los mecanismos
oncogeénicos del HPV, asi como el disefio de futuras vacunas terapeuticas, son en la actualidad la mejor estratégia
para controlar las carcinogenesis provocadas por el HPV. La presente obra, estudia un mecanismo oncogénico del
HPV poco conocido, este mecanismo es la via de sefializacion Wnt/B-catenina, la cual se ha encontrado activa en
lesiones precancerosas malignas y CCs, y se cree, que es un paso crucial para la transicion de lesiones pre-

cancerosas hacia cancerosas.

Pregunta de Investigacion

¢La via Wnt/B-catenina puede ser inducida por la oncoproteina E6-HPV16?

Hipotesis

“La oncoproteina E6 del HPV-16 potenciara la via Wnt/p-catenina en modelos in vivo. Este mecanismo podria
deberse a la inactivacion de proteinas celulares con dominios “PDZ” relacionadas directa o indirectamente con

la via Wnt/p-catenina.”
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Objetivos

Objetivo General

“Demostrar mediante modelos in vivo e in vitro la asociacién entre la oncoproteina E6 del virus del papiloma

humano tipo 16 y el aumento de la via de sefializacion Wnt/p-catenina.”
Objetivos Particulares

1. Mediante inmunofluorescencia, caracterizar la localizacion citologica de B-catenina en biopsias de piel

dorsal de los modelos murinos: FvB (Wt), K14E6 y K14E6APDZ.

Materiales y Métodos

Disefio Experimental y Anélisis Estadistico

- Disefio del Estudio: Experimental, Prospectivo, Longitudinal, No-Aleatorio.

- Andlisis Estadistico: La sefial de las placas radiogréaficas, o la sefial de las técnicas histoldgicas, fue
cuantificada mediante un conteo de pixeles utilizando el software “Image-Pro Plus 7.0 software program
(Media Cybernetics)”. El analisis estadistico de la sefial positiva se evalud a través de un estadistico “t
Student” mediante el programa “SPSS 13.0 software package (IBM)” considerando las siguientes
significancias estadisticas: *p<0.05, **p<0.01, y ***p<0.001.

Propagacion de Ratones: FvB, K14E6, K14-E6*'*¢**" (K14E6APDZ) y Axina2"'-**

Los ratones transgénicos: K14E6, K14E6APDZ, y Axina2*-*“ fueron generados (38-40) y amablemente donados
por el Dr. Paul F. Lambert (McArdle Laboratory for Cancer Research, University of Wisconsin Medical School,
U.S.A.). Todas las cepas transgénicas, y la cepa silvestre, poseen un fondo genético FvB, el cual es permisivo al

desarrollo de carcinogénesis asociada a HR-HPVs (en contraste con las cepas C57BL/6 o0 BALB/c).
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Los ratones transgénicos K14E6 y K14E6APDZ se caracterizan por dirigir la expresion de sus oncoproteinas
(completa y trunca, respectivamente) bajo el control de un promotor de citoqueratina 14 (K14) humana. Todas las
cepas transgénicas utilizadas en este estudio, fueron propagadas y experimentalmente manipuladas, de acuerdo a
las normas de la Asociacion Americana para el Manejo de Animales de Laboratorio (AALAC), y el protocolo de
investigacion fue aprobado por el comité interno del Cinvestav-IPN (UPEAL-CINVESTAV-IPN, México;
NOM-062-Z00-1999).

Para la obtencidn de biopsias, se rasur6 el lomo de los ratones, y se removid una seccion de piel dorsal de
aproximadamente 1 mm de didmetro; posteriormente, las biopsias se fijaron en Paraformaldehido 4%-PBS 1X e
incluyeron en parafina para ser usadas en los estudios histologicos. Para los procedimientos histologicos, se
utilizaron cortes transversales de 5 um de espesor los cuales fueron montados en portaobjetos electro-cargados

(marca Fisher Scientific, USA) para ser utilizados en técnicas de Inmunofluorescencia.

Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia

Los cortes de 5 um de espesor fueron desparafinados, rehidratados, y sometidos a una recuperacion antigénica
con Buffer de Citratos 20X (BioSB, U.S.A) durante 12 min en olla de presion. Tras la recuperacion antigénica,
las muestras se lavaron en PBS 1X y se incubaron con anticuerpos especificos para posteriormente ser incubados
con un anticuerpo secundario conjugado con FITC (Zymed, U.S.A), contra-tefiidos con Yoduro de Propidium, y
montados en Vectashield (Vector, U.S.A.). Las preparaciones fueron examinadas por microscopia confocal SP2
(Leica Microsystems). Las imégenes se capturaron, e importaron al analizador de imagenes “ImageJ software

program (version 1.37v, NIH, Bethesda, MD) para la superposicién, y equalizacion de las iméagenes.

16



Resultados

1. El dominio de unidén a proteinas con dominios PDZ de E6-HPV16 induce la translocacion nuclear de B-

catenina y potencia la via Wnt/B-catenina.

Para evaluar si la via candnica de Wnt podria activarse en los ratones K14E6, evaluamos la inmunolocalizacion
de la proteina -catenina, el regulador maestro de la via canonica de Wnt (Figura 3). En animales jovenes (8 dias
de edad), no hay diferencias en la inmunolocalizacion de B-catenina en las tres cepas; sin embargo, a partir de los
4 meses de edad, puede detectarse una cantidad minima de la proteina B-catenina en el nucleo de los ratones
K14ES, siendo este fendmeno més acentuado conforme los animales envejecen (al afio de edad) (ver Figura 3A).
Esto podria explicar, en parte, el por qué no existen diferencias en animales jovenes y si en animales adultos (en

los cuales B-catenina comienza a acumularse).

Para evaluar si la B-catenina inmunolocalizada en la piel de los ratones adultos en transcripcionalmente
activa, evaluamos la expresion de uno de sus genes blancos (Axina2) a través de cruzar cada una de las cepas de
ratones: FvB, K14E6 y K14E6APDZ con un raton transgénico el cual contiene la insercion del gen LacZ en uno
de los alelos de Axina2 (ratén Axina2"’%?). El ratén Axina2*"-*, tiene la habilidad de expresar al gen reportero
LacZ como Axina2, y al mismo tiempo, no genera un fenotipo de ausencia de Axina2. Como puede observarse en
la Figura 3B, Gnicamente la cruza Axina2*""***/K14E6 genera la maxima expresion de LacZ en comparacion con
la cruza con las cepas FvB o K14E6APDZ. Lo que podria sugerir que la proteina B-catenina, ademas de

inmunolocalizarse en el nucleo, es transcripcionalmente activa.
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Discusion

El raton K14E6 es un modelo dtil para el estudio del cancer de piel provocado por el HPV (38). En este modelo,
la expresion de la oncoproteina E6-HPV16 es dirigida a la capa basal de todos los epitelios estratificados (piel,
cristalino, cérvix, etc.) mediante un promotor humano de citoqueratina 14 (38, 42). Aunqgue la oncoproteina E6
se expresa virtualmente en todos los epitelios estratificados, inicamente en piel es capaz de desarrollar tumores
y cancer por si sola (38, 43). Lo que sugiere que factores tejido-especificos son criticos para el potencial

oncogenico de la oncoproteinas E6-HPV16.

Como un primer acercamiento para conocer estos “factores tejido-especificos”, nuestro grupo reporto las
diferencias globales en el transcriptoma de tejido cervical y piel en comparacion con ratones silvestres (43).
Nuestro grupo de trabajo reportd, que los genes que participan en adhesion celular y la via Wnt cambian
preferentemente en piel que en el tejido cervical (43). Con bases en estas observaciones, creemos que la piel de
los ratones K14E6 son un modelo adecuado para estudiar la relacion de la oncoproteina E6 con la via Wnt/pB-

catenina.

Estudios subsecuentes con el modelo de raton K14E6APDZ, demostraron que el potencial oncogénico de la
oncoproteina E6 residen en su dominio de union a proteinas con dominio PDZ (39). En este estudio,
demostramos que los ratones K14E6 y K14E6APDZ presentan un fenotipo muy similar en piel cuando los
ratones son muy jovenes (de 8 dias de edad), esto podria sugerir que el dominio de unién a proteinas PDZ no es

necesario para iniciar un efecto hiperproliferativo en piel, pero si es necesario para mantenerlo en el adulto.

Gran parte de los estudios que demuestran una asociacion clara entre las infecciones por HPV y la
induccion de la via candnica de Wnt proceden de pacientes humanos son lesiones cervicales pre-malignas y
malignas (29-32). En la mayoria de estos estudios, existe una clara asociacion entre el progreso de las lesiones
cervicales, y la acumulacién gradual de B-catenina en el nucleo, de tal suerte que es frecuente encontrar a -
catenina con tincion nuclear en biopsias derivadas de CIN Il o en CC, pero no en neoplasia leves 0 moderadas
(CIN 1 o 11). Adicionalmente, en un estudio muy elegante el Dr. Uren y cols. demostraron que, la activacion de
la via Wnt/B-catenina es un indispensable para que aquellos queratinocitos inmortalizados con HPV obtengan
un crecimientos celular dependiente de anclaje, es decir que adquieran un fenotipo maligno (32). Por
consiguiente, la infeccion por HPV es necesaria para la inmortalizacién celular mas no para la transformacion
celular, y el encendido de otras vias de sefializacion (como la via candnica de Wnt) son necesarias para la
generacion de un genotipo maligno.
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Contrario a lo ocurrido en el cérvix, el oncogén EB6 si es suficiente para provocar tumores y que luego estos
progresen a lesiones cancerosas; sin embargo, al igual que en el cérvix, la via candnica de Wnt se activa durante
las etapas tardias de la carcinogénesis de piel inducida por E6 (Ver Figura 3). Es necesario enfatizar, que la
oncoproteinas E6 logra generar lesiones malignas en piel cuando los ratones alcanzan el afio de edad, y es
precisamente en esta edad, cuando la tincion nuclear de -catenina es maxima. Aunque en este estudio hemos
demostrado que la oncoproteinas E6 es capaz de acumular a B-catenina en el nucleo celular, el mecanismo
celular por el cual lo consigue esta lejos de ser el objetivo del presente trabajo; sin embargo, una posible
explicacion podria residir en las vias de sefializacion reguladas por las proteinas con dominios PDZ blancos de
E6.

Es sabido que Dlgl y Scribble participan en la formacion de uniones ZAs, y que estas mismas proteinas
participan en la regulacion de la via Wnt/B-catenina. Por ejemplo, ambas proteinas (DIlgl y Scribble) pueden
interactuar con la proteina APC en una region necesaria para su actividad antitumoral (44, 45). Adicionalmente,
los complejos hDIg-APC son capaces de regular negativamente el ciclo celular en fibroblastos de raton NIH3T3
(46). Por consiguiente, la degradacion de DIgl y Scribble por parte de la oncoproteina E6 (20) podria conducir a
un decremento de la accion de APC y que esto derive en la acumulacién y translocacion de B-catenina en el

ndcleo celular.

Este trabajo demuestra por primera vez, que la via candnica de Wnt puede potenciarse en un modelo in
vivo, y a su vez, refuerza las observaciones recientemente reportadas por Lichtig y cols. EI mecanismo de esta
induccion esta lejos de demostrarse en el presente trabajo, y se requieren de mas estudios en el futuro para

esclarecer el mecanismo por el cual E6 puede potenciar la via Wnt/B-catenina.
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Conclusion

La via Wnt/B-catenina puede ser incrementada por la oncoproteina E6 en un modelo in vivo.

Perspectivas

A) Realizar una cinética de la acumulacion de -catenina en piel dorsal con un mayor nimero de tiempos.
Realizar esta cinética mediante inmunohistoquimica y Western blot (extractos totales y por

fraccionamiento celular).

B) Estudiar la posibilidad de una acumulacion nuclear de B-catenina en cultivos celulares transfectados con

E6-HPV16 tanto en transfecciones transitorias como estables.

C) Estudiar otros el mMRNA y la proteina de otros genes reguladores de la via Wnt/p-catenina (Ejem. TCF4,
APC, CK1, etc.).

D) Estudiar las modificaciones post-traduccionales de 3-catenina.

E) Estudiar estos eventos en otros epitelios estratificados donde E6 se ha demostrado ser suficiente para

inducir neoplasia (como el cristalino (47) para el caso del ojo, o el epitelio del recto (48)).
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Anexo | (Figuras)

Figura 1: Verruga en la piel provocada por HPV (condilomata acuminata). Las verrugas cutaneas provocadas por HPV usualmente
tienen una forma tipica de “coliflor” (Obtenido de la URL http://hpvvirusinwomen.com).

Figura 2: Mapa del Genoma del HPV-16. Esta figura muestra los principales marcos de lectura abierta que poseen la habilidad de

codificar proteinas asi como la region larga de control (Tomado de la Ref. (34)).
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Figura 3. Translocacion nuclear de p-catenina e induccién in vivo de la via candnica de Wnt. (A) Deteccion de la proteina B-
catenina mediante inmunofluorescencia en cortes de 5-um de espesor provenientes de piel dorsal a tres edades diferentes (indicadas en
la figura). Notese que Unicamente la cepa K14E6 es capaz de acumular gradualmente a la proteina p-catenina, y que la acumulacion
mas alta ocurre al afio de edad. (B) Induccion de la via Wnt/B-catenina mediante la evaluacion de la expresion de LacZ (el cual es
dependiente de la expresion de Axina2) en la piel dorsal de ratones de 7 meses de edad doble-transgénicos. Ndtese que Unicamente la
cruza Axina2""*#/K14E6 muestra la maxima sefial de LacZ en comparacion con sus contrapartes mutante y silvestre. En (A): Sefial
verde = B-catenina, Sefial roja = Yoduro de Propidium (PI), Sefial Amarilla = Superposicion. En (B): La sefial azul representa la
actividad de LacZ activity, y la contra-tincion se llevd a cabo mediante “Fast Red”. Aumento: 40X. Ep = Epidermis. Linea punteada =

Membrana basal. Barra de escala = 30um. Flechas = Sefial nuclear positiva de LacZ.
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