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l. INTRODUCCION

1. El cancer cervicouterino

El cérvix se localiza en la parte superior del conducto vaginal y debajo del utero, conectando
ambas cavidades (Fig. 1). Puede dividirse en dos partes, el endoceérvix, que se compone de
epitelio columnar y esta mas proximo al utero, y el ectocérvix o exocérvix, que se acerca mas
al conducto vaginal y posee células escamosas. La unidn entre los epitelios de ambas partes
es llamada zona de transformacion. Esta zona se encuentra en continuo cambio metafasico
sobre todo en |la pubertad y durante el primer e mbarazo, | o que decrece des pués dela
menopausia (Eifel, et al., 2008). El cancer cervicouterino se desarrolla a partir de esta zona

de unién entre ambos epitelios.

Trompas de
Falopio

Ovarios f ~J INIVARNY Epitelio columnar
i ! (Endocérvix)

Epitelio escamoso
[Ectocérvix)

Utero

Vagina

\

Figura 1. Localizacion y organizacion del cérvix. En laimagen se puede observar el lugar donde se ubica el
cérvix e n e | aparato r eproductor f emenino, ademas de las p artes que o componen y los tipos de ep itelio
encontrados. Imagen m  odificada de http://www.womenshealthsection.com/content/art_images/
gyno020d_l.jpg y http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/003094-pdf.pdf.

Los canceres cervicales se han c lasificado en dos principales tipos: carcinoma de células
escamosas (entre el 80y 90%), que se desarrolla en el epitelio escamoso del ectocérvix y
adenocarcinoma, que se genera a partir de células glandulares productoras de mucosidad en
el end océrvix. T ambién s e han obs ervado ¢ anceres c ervicales poc 0 c omunes q ue s e
desarrollan en ambas c élulas, alos q ue s e | lama a denoescamosos (American C ancer

Society, 2014) . E n M éxico, de 135 m ujeres at endidas en el I NCan c on ¢ ancer c ervical
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invasivo, 78. 5% ¢ orrespondianac arcinomas c ervicales escamosos,6. 6 % a
adenocarcinomas, 9.6 % a carcinoma adenoescamoso y 5.1 % a carcinomas no identificados
(Lizano, et al., 2006).

La transformacion de | as células normales en cancerosas no se da de manera subita, se
observa un desarrollo gradual a partir de cambios celulares pre-cancerosos. Mas adelante se
mencionan sistemas de clasificacion utilizados para agrupar etapas en el desarrollo de la
enfermedad.

Un punto a d estacar, es que el cancer cervical puede s er metastasico. Se ha e ncontrado
metastasis a partir de cancer cervical en muchas partes del cuerpo, por ejemplo en: cerebro
(Erdis, 2014; Park, et al., 2010; Amita, et al., 2005), pulmén (Fodero, et al., 2013; Lee, et
al., 2011), ma ma (Sabatier, et al., 2012), p iel (Ozdemir y T uncbilek, 20 09), c orazén
(Byun,et al., 2013) hueso (Malek, et al., 2012; Puranik, et al., 2013; Thanapprapasr, et al.,
2010) higado (Nair y Pai, 2005; Yoshimura, et al., 1999).

1.1 Epidemiologia

En el mundo, el cancer cervicouterino o CaCU, ocupa el cuarto lugar en i ncidenciay en
mortalidad por cancer en mujeres (Fig. 2). En México, causa 4 769 muertes por afioy es la

segunda causa de decesos por neoplasias femeninas (GLOBOCAN, 2012).

En 2010 Bruni y colaboradores, publicaron un meta analisis que combina 194 estudios de 59
paises alrededor del mundo (Bruni, et al., 2010), donde observaron la infeccion por VPH en
pacientes con citologia normal de cérvix. En este estudio encontraron que el 11.7 % de las
mujeres pos een un a i nfeccién ¢ on al gun t ipo v iral, s iendo A fricay Lat ino A mérica | as
regiones con mayor proporcion. L os tipos virales 16 y 18 f ueron |os m as frecuentemente
encontrados en todo el mundo, siendo el tipo 16 el mas comun y después el 18, siguiendo el
52, 31, 58, 39, 56 y 51 dependiendo del pais.

Otro meta analisis de este tipo fue desarrollado en 2013. En él se relacionan casos de cancer
cervical invasivo (ICC) con sus controles de citologia normal alrededor del mundo. Los tipos

virales 16 y 18 fueron localizados en mas del 70 % de los casos de ICC. Haciendo un estudio
7



estadistico de “odds ratio” donde se tom6 como grupo de comparacion mas oncogénico a los
casos con VPH-16, se evaluo el potencial oncogénico de los otros tipos virales encontrados
en los controles y casos. Finalmente se concluye que los tipos 18, 45, 69, 58, 31, 33, 34, 67,
39, 59, 73 y 52 siguen al tipo 16 en oncogenicidad de manera descendente (Bernard, et al.,

2013).

Mundo

Incidencia Mortalidad

1,678,633 (25.2%) 521,817 (14.79%)
1,215,200 (34 3%)—— G

491,194 (13 6%)

1,824 710 (268.9%)

—— 614,304 (3.2%) 294 486 (6.3%) :

97,142 (0.8%)
583,100 (8.8%) 151,905 (4.3%)
527,624 (1.9%) 76,155 (2.1%)

298,082 (34%)~___ ¥
229,923 (35%)~____
238,719 (3.6%)
319,605 (4.5%)
320,301 (4 8%)

265 653 (7 5%)
254,096 (7.2%)

México
Incidencia Mortalidad
0,444 (24 8%
25,211 (30 6%) 20,444 (24 8%) 5,680 {14.2%)
14,074 (35.1%) —
e 4,768 (11.9%)

2,733 (3.3%) —— 2,166 (5.4%)
2,962 (3.6%) 13,960 (16 .9%) 550 (1.49%) 2,813 (7.3%)
2,968 (3 6%) 1,984 (5.0%) ; ~3,148 (7 9%)
3277 (4.0%) e ~3995{48%) 2663 (6.6%) 2,105 (5.3%)
3,319 (4.0%) 3,576 (4.3%)

1 Mama Colorectal M pPulmén ¥ Cervicouterino M Estomago M Utero M Ovario | Tiroides 10 Higado  Otros

Figura 2. Incidencia y mortalidad causada por distintos canceres en México y el mundo. En los graficos puede
observarse en color mostaza la proporcion representada p or el cancer cervicouterino. Imagen m odificada de

GLOBOCAN 2012.

En M éxico, s ean alizd| ai nfecciébn p ort iposv irales de al tor iesgoenn eoplasias
intraepiteliales ¢ ervicales y en c anceri nvasivo, en pobl acionesde S an Lui s P otosi y

Guanajuato (Lopez, et al., 2008). E | estudio fuel levadoa caboen4 37 pac ientes,
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observando que el 92 % estaba infectado con algun VPH de alto riesgo (VPH-AR). Los tipos
virales identificados fueron 16, 18, 31, 33, 35,52y 58, siendo |os primeros tres los mas
abundantes. Otro analisis llevado a cabo sdélo para VPH 16 y 18, con muestras de | esiones
escamosas intraepiteliales de alto y bajo grado (HSIL y LSIL), ICC y controles, del Instituto
Nacional de Cancerologia e IMSS, muestra que de los casos de ICC el 50.3 % son positivos
aVPH 16y 15.5 % a VPH 18, de las lesiones intraepiteliales el 35.6 % tienen tipo 16y 7 %
tipo 18, finalmente las muestras con citologia normal presentan 9.1 % de los casos con VPH
16y 2.8 % con VPH 18 (Lizano, et al., 2006).

Englobando estos resultados y algunos otros publicados para poblaciones de distintos paises
(Moody y Laimins, 2010; Pillai, et al., 2010; Wang, et al., 2012; B audu, et al., 2014;
Yousefzadeh, et al., 2014; McDonald, et al., 2014), se puede concluir que tanto en México
como en el mundo, el tipo viral oncogénico mas abundante es el 16, y que el tipo 18 es

altamente prevalente en todos los continentes.

Ahora bien, dentro de los carcinomas escamosos, se encuentra al VPH-16, mas que al VPH-
18, mientras que en los adenocarcinomas se ha logrado observar una relacion casi equitativa
entre |a presencia de ambos tipos virales. Después del tratamiento con gquimioterapia, | os
adenocarcinomas presentan un menor porcentaje de sobrevida a 5 afos (55.6 %) que el que

se observa en pacientes con cancer cervical escamoso (80.1%) (Noh, et al., 2014).

1.2 Factores de riesgo y vacunas

Se ha determinado que la infeccidn persistente por el Virus del Papiloma Humano (VPH), es
necesaria para el desarrollo del carcinoma cervical (De Villiers, et al., 1981), encontrandose
en el 99.7% de los casos (Walboomers, et al., 1999). Existen factores de riesgo ligados al
VPH que pueden ser determinantes para que s e dé | a evolucién a c ancer cervicouterino.

Algunos de estos factores son:

e Promiscuidad. Mientras mas p arejas sexuales tiene una mujer, o la pareja sexual de
ésta, aumenta | a probabilidad de i nfeccion por el VPH, y por |o tanto de d esarrollar
CaCU (Burk, et al., 1996; Demers, et al., 2012; Remschmidt, et al., 2013).



Etnia. Este factor podria deberse a predisposiciones genéticas para la infeccion del virus
0 a la distribucién de los tipos virales de ac uerdo a laregién de la etnia (Burk, et al.,
1996; Demers, et al., 2012)

Habitos tabaquicos. El hecho de fumar, tener un compafiero que lo haga o ser fumador
pasivo, au menta | as pr obabilidades de desarrollar C aCU  (Burk, et al., 1996;
Natphopsuk, et al., 2012)

Edad. La infeccion por VPH decrece conforme aumenta la edad. La presencia del virus
se observa mas comunmente en mujeres menores a 30 afios, mientras el CaCU suele
presentarse después de los 35 afos (Burk, et al., 1996; Burk, Kelly, et al., 1996; Adam,
et al., 2000; Demers, et al., 2012)

Uso pr olongado de a nticonceptivos or ales. El us o de es tos pr oductos p or | argo
tiempo, en personas infectadas con VPH, muestra una fuerte correlacion con la aparicion
de lesiones (Negrini, et al., 1990). También se ha observado in vitro, que la presencia de
glucocorticoides, en células infectadas con VPH-16, aumenta la transformacién celular
(Pater, et al., 1988).

Factores h eredables. En al gunos es tudios s e h a obs ervado q ue | os el ementos
genéticos que se heredan de la familia, pueden tener un efecto de aproximadamente el
25 % en el desarrollo del cancer (Magnusson, et al., 2000; Hemminki y Chen, 2006).
Se suponia que los genes involucrados podrian ser los responsables de procesos de
inmunidad o de la transformacion celular, pero ha sido hasta los ultimos afios que se han
encontrado evidencias mas claras (Chen, et al., 2013).

pH. Un microambiente con pH elevado, aumenta 30 % el riesgo de infeccion con varios
tipos virales y el desarrollo de una lesion de bajo grado (Clarke, et al., 2012).

Periodo entre la menarquia y la primera relacion sexual. Un intervalo pequeio entre
estos d os ev entos, supone un factor de r iesgo para el desarrollo de | esiones de alto
grado y otras anormalidades citologicas (Ruiz, et al., 2012; Natphopsuk, et al., 2012)
Carga y persistencia viral. La carga viral es el determinante mas importante para que
se dé | a persistencia del V PH. D e m anera s ubsecuente, | a pe rsistencia d e | os tipos
virales de al tor iesgo, pr omueve el desarrollo de | as| esiones pr ecancerosas y

posteriormente del cancer (Muhoz, et al., 2009; Gosvig, et al., 2013).
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e Variantes virales intratipo. Se ha comprobado que las diferentes variantes de los VPH-
AR, poseen potenciales oncogénicos distintos (Chang, et al., 2013; Tornesello, et al.,
2011;Pista, et al., 2007).

Cuando se hace una deteccion temprana de la infeccién por VPH, un t ratamiento oportuno
puede evitar que se desarrolle cancer. Zhou y sus colaboradores desarrollaron en 1991, las
VLPs o particulas tipo virus. Esto lo hicieron expresando los genes L1y L2 de VPH16en
células e ucariontes (Zhou et al., 1991). Posteriormente se detall6 esto, demostrando que
sblo L 1 er a suficiente p ara el ensamblaje d e | as particulas (Kirnbauer et al., 199 2).
Actualmente s e e ncuentran en us o d os vacunas profilacticas que utilizan V LPs. G ardasil,
producida por Merck & Co. Inc., es una vacuna tetravalente, que protege contra HPVs de los
tipos 6, 11, 16 y 18. La otra vacuna es Cervarix, producida por GlaxoSmithKline, y previene la
infeccion con virus de tipo 16y 18 (NCI, 2011). Actualmente Merck, Sharp & Dohme estudia
la eficacia de una vacuna nanovalentecontra VPH de los tipos 16, 18, 31, 33, 45, 52,58,6y
11 (Revisado en Chatterjee, 2014).

1.3 Historia natural de la enfermedad

Actualmente, | as et apas precursoras delc ancerc ervical se des cribenu tilizando
principalmente dos c lasificaciones q ue s on m ostradas en la tabla1:la de n eoplasias
intraepiteliales cervicales (NIC) propuesta por Richart en 1980 y la de Bethesda desarrollada
en 1989. La primera de estas involucra tres estados de displasia denominados, NIC 1, 2y 3;
donde el NIC 1 corresponde a di splasias leves, NIC 2a moderadasy NIC 3 aseveras
ademas de carcinoma in situ. La segunda clasificaciéon engloba a las NIC 2y 3 en un g rupo
de | esiones es camosas i ntraepiteiales d e altogradooH SIL, mientras quelas N IC 1

corresponden a lesiones de bajo grado o LSIL (Rohan y Springer, 2004).

Tabla 1. Clasificacion de lesiones preinvasivas del cérvix. Tabla modificada de Rohan y Springer, 2004.

DESCRIPCION NEOPLASIAS INTRAEPITELIALES BETHESDA
CERVICALES (NIC)

Displasia leve NIC 1 LSIL
Displasia moderada NIC 2 HSIL
Displasia severa NIC3 HSIL
Carcinoma in situ NIC 3 HSIL
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Cuando s e da u nainfeccion por V PH, esta s uele el iminarse n aturalmente por el sistema
inmune del hospedero, pero existen algunos casos en |os que se ha observado que cuando
parece haber una eliminacion de la infeccion, el virus se encuentra en un estado de latencia
(Gravitt, 2012). Cuando la infeccidon no es eliminada rapidamente, se puede avanzaral o

largo de distintas etapas con el riesgo de generar cancer invasor (Fig. 3).

Infeccion H H Persistencia Invasion .
T — E_pllfello_cr:on — ==Y Cancer
normal [ J 'Nfeccion  pps invasivo

Eliminacion por VPH 'Regresion

NIC 3 Cancer

Epitelio i ;
normal invasivo

Figura 3. Etapas en la carcinogénesis cervical. Se muestran las etapas a partir de un epitelio normal, pasando
por la infeccién con VPH, las distintas fases de la clasificacién de neoplasias intraepiteliales cervicales,
culminando en cancer invasor. En la parte inferior de la imagen podemos ver cortes patoldgicos en cada una de
las et apas.| magen m odificadad e Schiffmany Kjaer, 200 3; http://www.cancerquest.org/index.
cfm?page=4086&Ilang=spanish.

Sil ai nfeccién g enerau nal esion | eve, normalmente es ta | ogra r evertir en per sonas
competentes inmunolégicamente (Holowanty, et al., 1999). Sélo el 25 % de las infecciones
con VPH desarrollan lesiones LSIL, de las cuales entre el 20 y 40 % progresan a HSIL. Para
que se desarrolle una lesién precancerosa (NIC 3), la infeccién con un VPH de alto riesgo
debe per sistir, | 0 g ue pue de oc urrir por al guna de ficiencia i nmune, carga viral elevada o
infeccion con distintos tipos virales (Hildesheim, et al., 1994; Ho, et al., 1998). Los NIC 3
revierten poco comunmente, son frecuentemente localizados en mujeres de entre 27y 30
afnos y pueden p ermanecer apr oximadamente 10 a fios en es e estadio antesde quese

genere un cancer invasor (Moscicki, et al., 2006).
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2. El virus del papiloma humano

El V PH es una c ausa nec esaria par a el desarrollo del ¢ ancer c ervicouterino, por t anto,
creemos q ue s erade g ran utilidad la comprension de este v irus. H ablaremos de s u
clasificacion d entro de | os virus del papiloma (VP), organizaciéon genética, ciclo de vida y

finalmente de las proteinas expresadas a partir de su genoma.

2.1 Clasificacion del VPH

Todos | os virus del p apiloma s e clasifican dentro d e | a familia Papillomaviridae. Se h an
encontrado en mamiferos, aves y reptiles. Taxondmicamente podemos encontrar g éneros,
especies y tipos; los géneros comparten menos del 60% de identidad en la secuencia del gen
L1, que es el mas conservado del genoma viral. Las especies dentro de un género, tienen
una identidad entre el 60 y el 70%, pero los tipos dentro de la especie tienen del 71 al 89%
de identidad. Cuando se encuentran diferencias entre un 2y 10%, se reconoce un subtipo
viral, y al localizar diferencias menores al 2% se habla de una nueva variante. Hasta ahora se
han secuenciado completamente aproximadamente 170 tipos virales, pero hay identificados

otros posibles (pave.niaid.nih.gov 2014; Van Doorslaer, et al., 2013).

Segun la clasificacion realizada por Bernard y colaboradores en 2010, hasta ese momento,
se di stinguen 29 g éneros a partir de 189 tipos de virus del pa piloma,delos cualesse
tomaron en cuenta 120 VPH (Bernard, et al., 2010). Clinicamente, el g énero m as
relevante esel papiloma-Alfa, que engloba alos VPH que se asocian alesiones en

lasmucosasgenitales (Bernard, 2005).

De acuerdo con la actividad transformante de sus proteinas virales E6 y E7, los tipos virales
que infectan dichas mucosas se han dividido en VPH de alto riesgo (VPH-AR), asociados a la
progresion a neo plasia cervical; y de baj o riesgo (VPH-BR), as ociados a | a formacion de
verrugas benignas y displasias leves. El numero de tipos virales que se han reconocido como
carcinogénicos o probablemente c arcinogénicos v arian entre un autor y otro. E nglobando
estos VPH-AR podriamos mencionar los siguientes: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 69, 34, 67 y 73 (Bernard, et al., 2013; Guan, et al., 2013).

Ahora bien, como hemos mencionado anteriormente, los tipos virales 16 y 18

son los mas frecuentes en cancer cervical, presentandose entre el 70 y 80 % de
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loscasos,d e los cuales, entre 10 y 20 % corresponden al VPH-18 (de Sanjose, et
al., 2010). Dentro de los VPH tipo 18, se han identificado tres variantes: Europea
(E), A fricana (A f)y A siatico-Amerindia ( AsAl), siendo e stau Itima, laclonad e

referencia o prototipo de VPH-18 (Ong, et al., 1993).

2.2 Organizacién del VPH-18

El virus posee una capside de 72 capsémeros (60 hexameros y 12 pentameros), formada por
dos proteinas estructurales: L1 y L2, siendo L1 la que se encuentra en mayor cantidad. Esta
estructura s in e nvoltura, pos ee u n di ametro de al rededorde 5 5 nm (Revisado e n Zur
Hausen, 1996; Lépez y Lizano, 2006).

En 1984 se detectd porprimeravezlapresencia del material g enético del V PH-18 en

biopsias de cancer genital (Boshart, et al., 1984).

El genoma del VPH-18 (Fig. 4) esta formado por DNA circular de d oble cadena, conun
tamano de 7 857 pb. Para su estudio, se divide en tres regiones: 1) La region larga de control
o LCR, que no posee marco de lectura abierta y regula la transcripcién y replicacién viral, 2)
Lar egidén t emprana, q ue c ontiene marcos de | ectura abierta q ue ¢ odifican pr oteinas
involucradas en la regulacién de funciones tanto virales como celulares (E1, E2, E4, E5, E6 y
E7) y 3) La region tardia, que codifica para proteinas formadoras de la capside viral (L1 y L2)

(Revisado en Zur Hausen, 1996; Lopez y Lizano, 2006).

Figura 4. Esquema general del genoma del VPH-18. Se
observa la region larga de control LCR y los marcos de
lectura abiertos para las diferentes proteinas virales. Imagen
modificada de Muinoz, et al., 2003.

L1

LCR

14



2.3 Ciclo de vida

Es importante aclarar que dependiendo de multiples factores como: el tipo viral, el tejido que
se infecta, el consumo de hormonas, etc., el ciclo de vida puede variar, por lo que algunas de
las generalidades que se mencionaran en este apartado pudieran no ser aplicables en todas

las infecciones.

Para que se de la infeccion inicial por el virus, se requiere de una microabrasion en el tejido
que permita la interaccion del virus con la lamina basal del epitelio. Se ha postulado que la
infeccidn de la zona de transformacion es comun por la facil accesibilidad del virus a la capa
de c élulas ¢ olumnares q ue p osteriormente formaran el epitelio estratificado ( Fig. 5 )

(Revisado en Doorbar, et al., 2012).

Infeccidn Figura 5. | nfecciond el VPH. Se hap ostuladoq ue Ila
viral infeccion de | virus pued e dar se por m icroabrasiones en el
epitelio estratificado, que permitan al virus llegar a las células
delacapabasal, oenlascélulas cercanas a lazonade
transformacion, que p  osteriormente f ormaran el epi telio
estratificado. Imagen modificada de Doorbar, et al., 2012.

Zona de transformacion

Una vez que el virus ha llegado a la capa basal, es necesario el reconocimiento célula-virus.
Es posible que la union inicial del virus se de en la matriz extracelular por medio de laminina-
5 (Culp, et al., 2006). Lo que ha sido ampliamente observado, es que el heparan s ulfato
(HS), presente en la superficie de la célula, funciona como receptor del VPH y es necesario
para |l a infeccion (Giroglou, et al., 2001). Muchas ot ras moléculas c omo | as c iclofilinas
(Bienkowska, et al.,2012; Bienkowska, et al., 2009), la integrina ag, receptores de factores
de crecimiento, tetraspaninas, anexina A2, etc., podrian actuar como receptores secundarios
(Selinka, et al., 2003). Dichas moléculas se relacionan con la infeccion virica (Revisado en

Raff, et al., 2013) y algunas han mostrado as ociarseaH Sy alasproteinasL1y L2,
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generando un c ambio conformacional en | a capside, que permite la exposicion del extremo
N-terminal de la proteina L2 y su corte.

La internalizacion de | os virus (VPH-16, 18 y 31), se da p or un mecanismo de endocitosis
independiente de c latrina, caveolina, dinamina o b alsas lipidicas, pero que requiere de la
polimerizacion di namica de ac tinay de m icrodominiosr icosent etraspanina. E stas
observaciones aunadas a la localizacion de particulas virales en endosomas tardios, sugiere
que el mecanismo utilizado para la internalizacién es |a macropinocitosis (Spoden, et al.,
2013). E nglobando t odos | os elementos i nvolucrados has ta ahora, R aff y ¢ olaboradores
proponen un esquema de la infeccidn de las células basales por el VPH, el cual es mostrado
en la figura 6.

Matriz extracelular

Cambios

Invaginacion

Transporte
mediado por GFR

Reorganizacion

de actina
Endocitocis
) (macropinocitosis)
X Laminina-5 Exposicion
Integrina as ® jimitada
de N-L2
Heparan
sulfato Proproteina ® F:-cposicion
convertasa de N-L2
Factor de

=

crecimiento
o . @ Pentamero
| jﬂ Tetraspanina L1
GFR -
T @ Pentamero
]

= L1 alterado
Ciclofilina n Anexina A2

Figura 6. Esquema de la infecciéon de células basals por el VPH. El virus se une a heparan sulfato a través de
laminina-5 o directamente sobre la membrana celular, al mismo tiempo GFR (Receptor de factores de
crecimiento) forma un c omplejo con éstos. Se ge neran cambios conformacionales en | as proteinas virales, lo
que facilita la unién a diversas proteinas que llevan finalmente a la endocitocis del virus por remodelacion de los
filamentos de actina. Imagen modificada de Raff, et al., 2013.
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El mecanismo de transporte del DNA viral al nucleo, una vez que el virus se internalizo, es
poco conocido. Hasta ahora se ha observado al complejo L2-DNA en el nucleo, pero no es
claro el mecanismo. La union de L2 con Sorting Nexin 17 (SNX17), parece ser importante en
el mantenimiento de la capside cuando se transporta via endosomal/lisosoma y los autores
especulan sobre |la posible funcion de esta unién en la liberacion de L2-DNA del endosoma
(Bergant y Banks, 2013; Bergant, et al., 2012).

El ciclode v ida del virus del p apiloma humano e n u na i nfeccion pr oductiva n ormal, s e
encuentra ligado a la diferenciacion del epitelio del cérvix (Fig. 7A) y se puede dar tanto por
tipos virales de bajo riesgo como de alto riesgo, pudiendo generar un NIC 1 (Doorbar, 2006).
Dentro de este proceso pod emos distinguir fases como: el mantenimiento del genoma, la
estimulacién de la proliferacidn, la amplificacion del genoma, el ensamblaje de los virus y su

liberacion.

En una célula basal infectada, el genoma es replicado, m anteniendo un numero b ajo de
episomas (entre 50 y 100 por célula). En este paso las proteinas E1 (helicasa) y E2 (factor de
replicacion y transcripcidn), son necesarias para la replicacién viral. Para iniciar este proceso,
E2 se une a |l os sitios de unidn para E2 presentes en la LCR, y posteriormente recluta a E1
en el origen de r eplicacion. E1 seune ala LCR y a ATP, se disocia de E 2, forma dobles
trimeros y finalmente dobles hexameros que haran la funcion de helicasa en la horquilla de
replicacion (Schuck y Stenlund, 2005). La replicacion eficiente requiere ademas de factores
celulares que son expresados solo en la fase S del ciclo celular, y que por lo tanto no estan
presentes a | o largo de | a diferenciacion. El mecanismo por el cual el virus resuelve este
problema, es la proliferacidon en células basales y parabasales por expresion de las proteinas
virales E6 y E7, las cualesinducen laentradaal a fase S (Revisadoen D Abramoy
Archambault, 201 1). A demas de m uchas ot ras funciones, dos del os pr incipales
mecanismos por los cuales E6 y E7 generan la proliferacion y mantenimiento celular, son la
degradacion o desregulacion de p53 y Rb. E7 desregula a Rb (Bover, et al., 1996) y no
permite la unién de esta proteina con E2F, por lo que este factor puede transactivar ciclinas

necesarias en el progreso del ciclo celular. Porsuparte, E61llevaal adegradacion o
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desregulacion de p53 (Band, et al., 1993; Scheffner,et al., 1990) interfiriendo con el arresto

celular y la apoptosis.

Superior Ensamblaje y liberacién
- s de los virus
N B
Intermedio T
Amplificacion
del genoma
Mantenimiento del
Parabasal ﬂ genoma y proliteracion
-
w
3 2 |
- - Mantenimiento
Basal ] w E del genoma
e . 5 & 5
Epitelio estratificado 5E 5.8
E E' ETE
.
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Figura 7. Etapas posteriores a la infeccion del VPH. A) A la izquierda se muestra el epitelio estratificado con las
distintas c apas c elulares. La ex presion d e | as proteinas virales a lolargo dela diferenciacion celular, se
muestra con flechas de distintos colores. Los tonos claros de las flechas simbolizan niveles bajos de expresion,
mientras | os tonos fuertes altos niveles. La consecuencia d e la combinacién en la expresion de las diversas
proteinas se marca al a derecha de las flechas. B) Podemos ver el aumento paulatino de la produccion de
proteinas oncogénicas y la disminucién de las reguladoras, alo largo del desarrollo de |as | esiones hasta el
cancer cervical. Este desajuste se acompana generalmente de la insercién del genoma viral en el de la célula
hospedera. Imagen modificada de Doorbar, 2006.

Ademas de existir un promotor temprano que regula la transcripcion de | as proteinas E6 y
E7, encontramos un promotor tardio o d ependiente d e diferenciaciéon (Grassmann, et al.,
1996), que es capaz de elevar la expresion de las proteinas virales E2 y E1, permitiendo la

amplificacion del genoma viral en la capa media del epitelio, mientras que la entrada a la fase
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S del ciclo celular sigue estando regulada por E6 y E7. Ademas de E1y E2, la transcripcion
de otras proteinas virales como E4 y E5 es regulada por este segundo promotor y contribuye

indirectamente a la amplificacion del genoma (Revisado en Doobar, et al., 2012).

La etapa final delciclode vidasedaen los queratinocitos diferenciados d e | as c apas
superiores del epitelio. En este punto se requiere un cambio en el patron de splicing de los
RNAms generados a partir de promotor tardio, produciéndose las proteinas de la capside L2
y L1, que son transportadas al nucleo donde los virus se ensamblan con el DNA (Florin, et
al., 2002). Finalmente las particulas virales son liberadas, probablemente con la ayuda de
E4.

Cuando la infeccion del cérvix se da por un VPH de alto riesgo, la producciéon ordenada de
las proteinas virales en un NIC 1 puede desregularse y generar neoplasias (Fig. 7B). Hasta
ahora, nos es abe c on ex actitud c 6mo se da es te des ajuste, aung ue podr ian e star
involucradas m odificaciones epi genéticas del D NA v iral (Vinokurova yV on Knebel
Doeberitz, 2011), variaciones en niveles hormonales (Revisado en Gariglio, et al., 2009),
etc. Sila expresién de E6 y E7 (oncoproteinas en los VPH-AR) aumenta, se predispone a la
célula al ai nestabilidad c romosomica, fendbmeno o bservado enl esionesN IC2 y3

(Sokolova, et al., 2007). La desregulacidn generada facilita la integracion del DNA viral en
sitios fragiles del genoma celular (Matovina, et al., 2009), lo que muchas veces resulta en el
cotedeE2y/oE 1 (Cricca, et al., 2009) (reguladorde | a transcripcion v iral), con el

consecuente aumento de las oncoproteinas y el probable desarrollo de cancer.

3. La oncoproteina E6

E6seuneau ngran numerod e pr oteinas c omo factores d et ranscripcidn, pr oteinas
apoptéticas, involucradas en arquitectura celular, etc., llevando a la degradacion de muchas

de éstas, y produciendo desregulacion de muchas funciones celulares.

3.1 Funciones de la oncoproteina E6

La proteina E6 de los VPH-AR presenta una accion clave en la transformacion celular. Tres
de las principales funciones de esta proteina, involucradas en el fenotipo cancerigeno, son
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las mostradas en la figura 8. Genera la inhibicién de la funcién apoptética de p53, pues lleva
a s u deg radacion por ubi quitinacion. P ara esto E 6 s e relaciona c on una u biquitin | igasa
denominada EGAP o pr oteina c elular asociada a E 6 (Bonilla, et al., 2012). A demas,
E6/E6AP inhibe la senescencia por |a inmortalizacion, gracias a que lleva a | a degradacion
de NFX1-91, que de forma natural, reprime la transcripcion de la subunidad catalitica hTERT
de la telomerasa celular (Xu, et al., 2010). P or su efecto s obre proteinas que c ontienen
dominios PDZ, E6 puede afectar también los contactos y la polaridad celular (Mantovani y
Banks, 2001).

® «Acumulacion de mutaciones
] g -
3 > ? * +Inhibicion de la apoptosis

. { gl . _— 9-"’.. '.;- =% .Transformacion
’ g Y Y e 0

(Transcripcionde hTERT)

\ 9 - 3 no L_., «Activacion de la telomerasa
a _#

Ubiquitinacién Degradacion

Figura 8. Se muestran | as principales funciones de la oncoproteina E 6. D egradacion de p 53, proteinas con
dominios PDZ y NFX1-91. Imagen modificada de Narisawa y Kiyono, 2007.

3.2 Procesamiento alternativo de E6

Una c aracteristica i mportante d e | as pr oteinas E6-AR, es el pr ocesodes plicingo

procesamiento alternativo, que se observa para transcritos primarios codificados por el gen
de la oncoproteina E6. EI gen E6 de estos tipos virales, posee un sitio donador altamente
conservado dentro del marco de lectura (ORF) para E6 (G233), y algunos poseen ademas un
sitio aceptor conservado, ubicado también dentro del ORF de E6 y antes del comienzo de E7
(Fig. 9). E stos sitios, permiten la remocién de un fragmento de 182 nucleotidos dentro del
ORF para E6, generando el RNAm para una isoforma pequefia de E6 denominada E6* (Pim,

et al., 2009).
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Figura 9. Sitios donadores y aceptores de splicing en

SPLICEDONOR  SPLICEACCEPTOR los VPH-AR. Con un cuadro rosa, se sefialan los sitios
HPV-11: GAGATATAT TGTTAATTCGTT _Low Risk e
HPV-16: [GAGLTATAT TGTTAATTAGETT ] donadores y aceptores de splicing en los VPH de alto
HPV-18: |GAGGTATTT TATTAATAAGPT, riesgo. Imagen modificada de Pim, et al., 2009.
HPV-31: [GAGISTATTA TGTTAATTAG
HPV-33: GAETMAT TATTAATTAGET| | ioh pisk
TATAT TATTAATTAGET

HPV-35: |GA
HPV45: |GAGGTATAT TGTTAATAAGET
HPV-68: |GAGGTATAT TATTGATAAGGT]
HPV-70: [GAGISTATAT TATCAATAAGGT
HPV-97: |GAGGTATAT TGTTAATAA

transcript

Se ha ob tenido evidencia que sugiere que, al menos para VPH-16y 18, los RNAm’'s que
llevan a c abo splicing, codifican para E7 y ademas E6*l, en células derivadas de t umores
cervicales. Al analizar los transcritos e n células tumorales, se ha observado que éstos se
encuentran mayoritariamente e nla forma que | leva a ¢ abo s plicing. C uando s e h acen
construcciones con el gen completo, después de la transfeccidn en células de mamifero, se
expresan comunmente altas cantidades del RNAm para E6*l (De la Cruz, et al., 2005; Pim,
et al., 2009). En VPH-16 los patrones de splicing permiten la expresién de cuatro especies
de EG*l, segun la posicidén del aceptor de splicing. En VPH-18, aparece solo una especie de
RNAmM que expresa E6*l (Czegledy et al., 1994; Pim, et al., 2009).

4. La proteina E67I

Poco es el conocimiento hasta ahora generado de la isoforma pequena de E6 completo. En
el s iguiente ap artado, en umeramos al gunas de | as ev idencias de accionesd e E6*| en
blancos especificos o del efecto que tiene sobre el papel de E6. También se puntualiza la

estructura primaria y se elucida sobre el plegamiento de la misma.
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4.1 Estructura y plegamiento de la proteina E6*I

La proteina E6*| es la versidn de E6 con el C-terminal truncado. En VPH-16 los patrones de
splicing per miten la expresion de m as de cuatro es pecies de E67l, segun la posicion del
aceptor de splicing (Ajiro, et al., 2012). En VPH-18 aparece so6lo una especie de RNAm que
expresa E6*l (Pim, et al., 2009).

E6 158 aa
MARFEDPTRR PYELPDLCTE LNTSLODIETI TCVYCETVLE LTEVFEFAFE
DLEVVYRDSI PHRAACHEKCID FYSRIRELRH YSDSVYGDTL EKLTNTGLYN
LLIRCLRCQK PLNPAEKLRH LNEKRRFHNI AGHYRGQCHS CCNRARQERL
E6*l 57 aa
MARFEDPTRR PYKLPDLCTE LNTSLQDIEI TCVYCKTVLE LTEVEAVEET
VESSRKT
donador de plicing
a¥
Union
35 65 108 38 ez
o N iy
32
,Zn\éﬁs ws [ o'\ gy
Cc Cc
1 158
< > = >
Dominio N-terminal de E6 Dominio C-terminal de E6

Figura 10. Estructura aminoacidica de las proteinas E6 y E6*l. A) Se observa la secuencia de aminoacidos para
las dos proteinas. En amarillo se sefialan las cisteinas involucradas en la unién a Zn, formadoras de los dedos
de zinc. En verde es tar esaltado e | d ominio que seune aP DZ ye na zul obs ervamos | os a minoacidos
generados después del sitio de splicing en E6*l. B) Esquema que representa en una linea delgada a E6 y en
una linea gruesa los primeros 43 am inoacidos que comparte E6 con E6*l antes del sitio de s plicing. Imagen
modificada de Heer et al., 2011.

El polipéptido de E6*l de VPH-18 comparte 44 aminoacidos con E6 completo, y luego posee
13 aminoacidos unicos que se derivan del cambio de marco de lectura posterior al splicing. A
partir de este cambio en el marco de lectura, también se genera un codon de paro temprano,
que genera a una proteina de 57 aminoacidos (Fig. 10 A) (Pim, et al., 2009). En los primeros

aminoacidos, antes del sitio de s plicing, E6*l conserva s6lo dos dominios de unién a zinc
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(CXXC) de los ocho presentes en E6 completo, por lo que no se logra formar ni uno de los
dos dedos de zinc (con cuatro C XXC cada uno) presentes en el fragmento completo. E |
dominio de unién a PDZ también parece perderse (Fig. 10 B). Hasta ahora no se conoce la

estructura tridimencional de E6*1, ni los dominios especificos que actuan en su funciones.

E6*l puede formar oligomerosy q ue ade mastiene distintos p atrones de plegamiento,
caracteristicas q ue depe nden del pH , es tado r edox, di sponibilidad de metalesy dela

cantidad de proteina (Heer, et al., 2011).

4.2 Funciones de la proteina E6*I

A la fecha, se han generado pocos estudios sobre el papel de |la proteina E6*l. En 1994,
Shirasawa y sus colaboradores, demostraron que E6*I de VPH-16, transactiva el promotor
temprano P 97 d e V PH-16, en ¢ ontraste con | a pr oteina c ompleta E 6, g ue r eprime | a
transcripcion del promotor; aunque no se sabe bien a bien como se lleva a cabo el proceso
(Shirasawa, et al., 1994).

Algunos resultados muestran que E6*l de VPH-18, es capaz de unirse a E6 de VPH-16y 18,
ademas de a EGAP, lo que lleva a | a inhibicidn de | a degradacién de p 53 y por tanto a la
detencion de la transformacién celular (Pim, et al., 1997). P osteriormente se supo que la
region en EG*l necesaria paralaunionaE 6y E6AP es lamismay se compone de 20
aminoacidos antes del sitio de splicing. El estudio con tres mutantes en esta region, demostré
que c ualquier m utacién afecta la unién a EG6AP, pero que | a mutacion es pecificaen | os
residuos IEIT, no permite la union de E6 (Pim y Banks, 1999).

Vazquez y colaboradores encontraron que al transfectar células MCF7 con E6*| hay un ligero

aumento de p14°~F

, proteina regulada negativamente por p53. Ya que E6*l no es capaz de
degradarap 53 comolohace EBG, el resultado fue i nesperado. La ex plicacion que s e
encuentra a este hecho, es que probablemente E6*l se una a p53 induciendo modificaciones

4ARF

que no permitan la remocion completa de p1 por esta enzima (Vazquez, et al., 2013).

En el 2007 se observo que la proteina E6*1, al igual que E6 completa, son capaces de unirse
al a procaspasa 8 . La pr oteina c ompleta | levaba al a deg radacion ac eleradad el a
procascasa, mientras que E6*l, la estabilizaba (Filippova, et al., 2007). Recientemente se
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observo que las proteinas E6 de distintos tipos de VPH, asi como E6*| del VPH-16y 18, se
unen al dominio efector de muerte (DED) de la procaspasa 8, y que todas las formas de E6
inducen el corte y activacion de ésta, pero no aumentan la apoptosis. Se piensa que la falta
de aumento de la apoptosis se debe a que E6 y E6*| ademas promueven la translocacion de
la procaspasa al nucleo, modificando su localizacion habitual en el citoplasma (Manzo, et al.,
2014).

E6*l también es capaz de llevar a la degradacion de proteinas con dominios PDZ, tales como
Dlg, MAGI-1, MAGI-2 y Scrib, que son blanco de E6. Ademas se observo la degradacion de
Akt. Se estudié la interaccion de E6*I con DIg y Akt, observando que no se une directamente
a éstas. Posiblemente, la proteina E6*| lleve a | a degradacion de Dlg y Akt por interaccion
con otras proteinas i nvolucradas en su regulacion (Pim, et al., 2009). Porotrolado, se
observé por primera vez que E6*| es capaz de el evar |os niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que genera estrés oxidativo y el aumento en | os niveles de dai o en el
DNA (Williams, et al., 2014).

Al a fecha, s e c onocen p ocas actividades de E6*| y é stas n o pr esentan un p atrén de
oncogenicidad o s upresor de tumores. Portanto, el estudio d e esta proteina provee un
amplio campo para la investigacion de su papel en el desarrollo del cancer y especialmente
enel d elc ancer cervicouterino, d onde es f recuentemente e ncontrada. La presencia
mayoritaria del transcrito codificante para E6*l en relacion con el de E6 completo, en algunas
variantes del virus (Fig. 11 y 12) (De la Cruz, et al., 2005; Pim, et al., 2009; Vazquez, et al.,
2013) yl ar egulacién de es te patron de s plicing depe ndiente de s enales m itbgenas
(Rosenberger, et al., 2010), sugiere una accion i mportante de | a proteina, tantoenla

regulacion de E6, como en posibles actividades independientes aun no descritas.

pocDNA,
Ashi-1
Asfi-2

E-1

E-2

Af-1

Af-2

Af-3

Hela DMNa

=
=
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E&*I

Figura 11. Patréon diferencial de splicing para transcritos de E6 dentro de variantes de VPH-18. RNAm extraido
de células MCF7 transfectadas con E6 de variantes AsAi, E y Af de VPH-18, clonadas en el vector pcDNA. El
transcrito de E6 completo (477 pb) y E6*l (295 pb) se muestran para cada variante. Imagen tomada de De la
Cruz, et al., 2005.
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Figura 12. Patrén de splicing para RNAm de E6 en variantes de VPH-18. El transcrito de E6 completo (477 pb) y
E6*l (295 pb) a partir de células MC F7 transfectadas con las variantes AsAi, E yAf de E6 VPH-18. Imagen
tomada de Vazquez, et al., 2013.

5. La via de Wnt: ligandos y receptores

Esta via se involucra principalmente en la proliferacion, mantenimiento de células trocales,
diferenciacion y muerte (Revisado en Ochoa, et al., 2012). Se han estudiado al menos tres
distintas vias activadas por ligandos Wnt; la via candnica de Wnt o Wnt/B-catenina, y dos
vias no candnicas, independientes de B-catenina: la de polaridad celular planar (PCP) y la de
Ca®". Lavia PCP es importante en el cierre de h eridas as i como del tubo neural. E stos
eventos se llevan a c abo por la reorganizacion del citoesqueleto, |0 que da pol aridad a la
célula y genera el movimiento coordinado de las células. La via Wnt/Ca** lleva a la liberacién
de calcio i ntracelular, ac tivacion de P KCy CaMKIl, | o q ue f inalmente r eorganiza el

citoesqueleto y uniones celulares (Revisado en Amin y Vincan, 2012).

En humanos, se han localizado 19 genes que codifican a distintas glicoproteinas Wnt: Wnt1,
2,2b, 3, 3a, 4, 5a, 5b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b, 9a, 9b, 10a, 10b, 11y 16, 11 para receptores de la
familia Frizzled (Fzd): Fzd1-11. Los co-rreceptores se han ligado a u na u otra de | as vias
Wnt; LRP 5/6 para la via candénicay ROR (Mikels y Nusse, 2006) y RYK (Lu, et al., 2004)
paral asnoc anodnicas (http://web.stanford.edu/group/ nusselab/cgi-bin/wnt/). Los
principales ligandos candnicos son Wnt 1, 2, 3, 3a y 8, mientras que los no canonicos son:
Wnt 4, 5a, 5b, 7b y 11. En lineas celulares de mamiferos se ha visto que los ligandos Wnt y
los receptores Frizzled, son capaces de activar tanto la via candnica como las no candnicas,
dependiendo d e | a c ombinacibn e nl aq ue s e presenten. También s e ha n observado

dimerizaciones entre ligandos o receptores (Cha, et al., 2008; Carron, et al., 2003), lo que
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muestra q ue | a r elacion | igando-receptor, a si como | a cantidad de éstos, puede g enerar

cambios en la activacion de las vias.

Es i mportante s aberq uel aviade Wnttienei nteraccibnc onm uchasotrasviasd e
sefalizacion, varias d e ellas involucradas e n procesos de desarrollo u homeostasis como
Notch, Hedgehog, Rac e Hippo (Huang, et al., 2014; Kurosaka, et al., 2014; Habas, et al.,
2003; Azzolin, et al., 2014).

5.1 Via candnica de Wnt

Cuando no se encuentra presente un ligando Wnt, la proteina -catenina citoplasmatica (que
no esta en uniones celulares), se une a un complejo que la degrada. Axina, proteina de
andamiaje, posee sitios de unién a CK1, GSK3p3, APC y B-catenina, por lo que une a todas
en el mismo complejo. CK1 fosforila a B-catenina en la Ser45 y después GSK3p la fosforila
en las Ser33,S er37y T hr41 (Liu et al., 2002), m ientras que APC protege di chas
fosforilaciones i mpidiendo |a accién de la proteina fosfatasa PP2A (Su, et al., 2008). Las
fosforilaciones inducen la ubiquitinacién de B-catenina por la B-TrCP ubiquitin ligasa, lo que
lleva a s u degradacion via proteosoma (Bonilla, et al., 2012; P olakis, 2012). En e stas
condiciones, el complejo proteico TCF/LEF no lleva a transcripcion de los genes blanco de la
via, pues se encuentra unido a distintos represores, dentro de los que se encuentra Groucho

y algunas desacetilasas de histonas (Fig. 13 A).

La unién de Wnt al dominio rico en cisteina extracelular del receptor Frizzled y su co-receptor
LPRS5/6, i ndispensable p ara | a ac tivacion de lavia c anénica (Fig.13B), llevaaldes-
ensamble del complejo de degradacion y la acumulacion de B-catenina en el citoplasma y en
el nucleo (Bulut, et al., 2011). Los motivos intracelulares del receptor Fzd no poseen accion
enzimatica, porlo que se da el reclutamiento d e proteinas en este sitio, que llevan a la
transduccion de las efal. La ac tivaciondel av iac anodnica,i nduce entonces la
hiperfosforilacion de la proteina intracelular Dishevelled (Dvl 1-3), por distintas cinasas (CK1,
CK2 y PAR-1) y su unién al receptor. El co-receptor es fosforilado también por CK1 y GSK3,
ademas de otras cinasas, |o que lleva a la unién con Axina lo que impide |la formacién del
complejo de degradacion de B-catenina. E ste pr oceso p ermite | a ac umulaciony | a

translocacién al nucleo de [B-catenina, que se une a m iembros de la familia T CF/LEF. El

26



complejo modifica la asociacién de TCF con los co-represores, llevando a la interaccion con
co-activadores ¢ omo | a ac etilasad e hi stonas C BP (Takemaru y M oon, 2000) vy
remodeladores de cromatina como Brg1 (Barker, et al., 2001). Esto controla la expresién de
varios genes que regulan la polaridad celular, proliferacion y diferenciacion, tales como c-Jun,
c-Myc, ciclina D1 y c-fos (Lichtig, et al., 2010; Bonilla, et al., 2012; Revisado en Baarsma,
el al., 2013).

Proteasome
degradation

Transcriptional
repression

TCF
GrouchoHDAC
S A P e it L el by

Figura 13. Se esquematiza la via canoénica de Wnt. A) Cuando el ligando Wntno s e encuentraunidoa su
receptor, la via se encuentra inactiva, lo que lleva a la degradacién de B-catenina. B) Una vez que se une Wnt la
via se activa, por lo que B-catenina logra translocarse al nucleo y activar TCF. Imagen tomada de Pérez, et al.,
2008.

Cuando alguno d e los componentes d e esta via s e v e afectado, di versas en fermedades
pueden pr esentarse como la Poliposis adematosa f amiliar por una m utacione n A PC
(Nishisho, et al., 1991), defectos en | a densidad de |os hues os por mutaciones en L RP5
(Boyden, et al., 2002), sindrome d e tretra-amelia relacionado a defectos en el gen Wnt3
(Niemann, et al., 2004), etc. Muchas investigaciones s e h an e nfocado al analisis de las
alteraciones en la via de Wnt en distintos tipos de cancer (Revisado en Anastas y Moon,

2013), incluyendo el de cérvix (Uren, et al., 2005; Rodriguez, et al., 2005).
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Il. ANTECEDENTES

1. La via de Wnt en cancer cervicouterino y su relaciéon con E6 y E6*I

En p acientes con C aCU, | a progresién tumoral s e ha ¢ orrelacionado con |a acumulacion
nuclear de B-catenina (Uren, et al., 2005; R odriguez, et al., 2005). C on frecuencia s e
encuentra B-catenina nuclear en biopsias de carcinoma con VPH-16. Hace poco, se mostré
evidencia de que E6-AR puede regular positivamente la via canénica de Wnt in vivo (Bonilla,
et al., 2012). U n m ecanismo por el cual E6 po driainducir la activacion de | avia W nt,
involucra s us e fectos en proteinas con d ominios PDZ, como DIg1y S cribble ( Scrib), que
participan en la formacion de uniones adherentes y que interactuan con APC en una r egion
necesaria para su actividad de s upresor de tumores. E6 induce |a degradacion de Dig1y
Scribble, lo que lleva a la disminucién de la actividad de APC y a la acumulacion nuclear de
B-catenina (Bonilla, et al., 2012). La proteina E6 también interactua con DvI2 (indispensable
en la traduccion de s efiales Wnt). Esta union no depende del dominio de unién a dominios
PDZ y es capaz de aumentar la actividad de los factores transcripcionales TCF/LEF, aunque
el mecanismo no se conoce (Bonilla, et al., 2012). Se ha demostrado que la represién de E6
y E 7 induce | areduccion de la B-catenina nuclear y m ediante ensayos de |uciferasa, se
observo que la activacion transcripcional del promotor de TCF por B-catenina, disminuye con
el silenciamiento de las proteinas E6 y E7 (Rampias, et al., 2010).

La relacion entre E6*| y la via de Wnt no ha sido dilucidada, pero los niveles elevados de esta
proteina en c omparacion con los de E 6 en | ineas celulares y tumores, podrian suponer un
efecto de esta proteina al menos regulando las actividades de E6. Ademas la accion E6*I en
la degradacion de Dlg, nos lleva a pensar que E6*| podria interferir en la modulacién de los

genes blanco de esta via y en la localizacion de B-catenina.

28



Il. JUSTIFICACION

La gran i ncidencia de c ancer ce rvicouterino y |a c onstante | ucha por encontrar métodos
satisfactorios para la prevencion y el tratamiento de los VPH-AR que lo generan, hace que la
investigaciony el e ntendimientod el asv ias af ectadas p orel v irus,s ean des uma
importancia. Se h a o bservado q ue E 6-AR es un a pr oteina onc ogénica i mportante en el
establecimiento del CaCUy que actua en la activacionde lavia Wnt/TCF. Y aque EG6”
modula ciertas actividades de E6 completo, es importante observar el efecto que puede tener
esta proteina por si misma, en la modulacion de la actividad de TCF y en la transcripcién de

las proteinas blanco de la via Wnt.
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IV. HIPOTESIS

Las proteinas E6 y E6*I de VPH-18 modulan elementos de la via de Wnt y la transcripcion

de genes blanco en esta via.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo general
Evaluar la participacion de las proteinas E6 y E6*I de VPH-18 en la via de Wnt.

1.1 Objetivos particulares

e Clonacién de los genes E6 WT, E6SMy EG6*I de VP H-18 y s ecuenciacion de los

plasmidos obtenidos.

e Determinacidn d e | a ex presiony f uncion de | as pr oteinas g eneradas en c élulas

transfectadas.

e Analizar la cantidad de proteina c-Jun, blanco de la via Wnt, en células transfectadas
con E6*l, EGBWT y E6SM.

e Evaluar la cantidad de B-catenina en células transfectadas con E6*l, EGWT y E6SM.

e Observar la localizacidon de B-catenina en presencia de E6*I, EGWT o E6SM.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

Se ut ilizaron c¢ élulas humanas de rifidn embrionario H EK293 ( ATCC), | as cu ales e stan
transformadas con DNA de adenovirus 5 y son tumorigénicas. También se usaron células

Hela, linea de adenocarcinoma cervical con VPH-18 integrado en su genoma.

2. Cultivo celular

Las lineas celulares se crecieron en medio de cultivo EMEM ATCC®, suplementado con 10 %
de suero bovino fetal (SBF) Addgene®, inactivado. Las células se crecieron a 37 °C con 5 %
de COa..

3. Diseno de oligonucleétidos

Enlabase de datos del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), se localizé |a s ecuencia del
RNAm codificante para la proteina E6 de VPH-18. Dentro de dicha secuencia se identificaron
los sitios donador y a ceptor para el procesamiento alternativo del m ensajero y con estos

datos se obtuvo la secuencia para EG*I.

Una vez identificada la secuencia para las proteinas E6 y E6*| se llevd a cabo el disefio de
oligonucledtidos especificos para la amplificacion de ambas proteinas.

Para el disefio se tomaron en cuenta algunas caracteristicas importantes:

e Tamario del oligonucleotido. Entre 17 y 30 nucleétidos aproximadamente.

e Contenido en G+C. Entre un 45y 55 %.

e Temperatura de fusion (Tm). De 55 a 65 °C y cercanas entre ambos oligonucleétidos
(menos de 5 °C de diferencia).

e Secuencias complementarias. L os pr imers no debe npos eer hom ologiai ntra-

oligonucledtido ni inter-oligonucledtidos.
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e Secuencia GGG en 5". Se agrega una secuencia GGG en el extremo amino terminal de
cada primer que da estabilidad a la enzima de restriccion al situarse sobre la secuencia a

cortar.

4. Extraccion de DNA genémico

Para digerir las células de donde se extrajo el DNA, se agregaron 400 ul de buffer de lisis y
10 pl de proteinasa K (20 mg/ml), ylamezcla seincub6a3 7 °C dur ante d os hor as.
Posteriormente se agregd un v olumen de fenol-cloroformo-alcohol i soamilico (25:24:1), se
agitdé con vortex y se centrifugd a 13 000 rpm por 15 min. Al finalizar |a centrifugacion se
forman dos fases: ac uosa ( arriba) y or ganica ( abajo), entre | as c uales s e visualiza una
interfase. L a fase acuosa se recupera ysele agrega un volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1), todo se agitd con vortex y luego se realizdé una segunda centrifugacion a 13
000 rpm por 15 min. De las dos fases formadas en este paso, se tomé la acuosay se le
agregaron dos volumenes de etanol absoluto frio, ademas de 0.1 volumenes de acetato de
amonio 7.5 M. Para precipitar la muestra se dejo 2 horas a -70 °C o toda la noche a -20 °C.
Una vez precipitada, se centrifugd a 13 000 rpm y 4 °C durante 30 min, el sobrenadante se
deseché. La pequefia pastilla formada se lavo agregando etanol frio al 70 % y mezclando.
Luego de una ultima centrifugacion en las mismas condiciones que la anterior, se desecho el
sobrenadante y la pastilla se seco para eliminar los restos de alcohol. Finalmente la muestra

fue resuspendida en 30-100 pl de agua estéril, segun la concentracion requerida.

5. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizé con el kit RNeasy de Quiagen®. Se utilizé el procedimiento
indicado por el fabricante para la extraccion: al boton celular se le agregaron 350 pl de buffer
RLT para resuspenderlo. P ara romper |l as células, el contenido del tubo se pasé por una
jeringa de 1 ml 15 veces. Posteriormente se agregaron 350 ul de etanol al 70 %, se mezclé y
se cargaron 700 ul en una columna del kit. Dicha columna se centrifugd durante 15 segundos
a 10 000 rpm y el sobrenadante se descarté. S e adicionaron 500 uyl de buffer RPE,y se
centrifugd 15 segundosa 10000 rpm. N uevamente se agregaron 500 ylde RPEy se

centrifugd durante dos minutos. Luego la columna se centrifugd sola un minuto para retirar
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todos los restos. Finalmente se agregaron entre 30-70 pl de agua libre de R NAsas para la

elucion.

6. Retrotranscripcion

A par trdel RNA extraidos er ealizd unar etrotranscripcion par a obt enerel DNA
complementario. E1 RNA se traté con el kit D NA-free de A mbion®, q ue remueve el DNA
contaminante con | a ay uda de un a D NAsa. P ara es to s e adicionaron 0. 1 volumenes del
amortiguador 10X, ademas de 1 ul de la enzima para 10ul de reaccion. Luego la mezcla se
incuba durante 30 min a 37 °C. Posteriormente se agregaron 0.1 volumenes de inactivador
de DNAsa y se incubd durante dos minutos. Finalmente se centrifugo 1.5 minutos a 12 000
rom y el sobrenadante, que contenia el RNA, se colecté. Una vez que se tuvo el RNA libre de
DNA, ut ilizando el k itR NAP CRde Geneamp®, s er ealizaron| asr eacciones de

retrotranscripcion, en las cantidades y con el programa especificados en el anexo 2.1.

7. Reaccion en cadena de la polimerasa

Se hicieron varias PCRs para la amplificacion del control de transfeccion BAP, E6GWT, E6*l y
una mutante con splicing disminuido E6SM (donde se cambiala G 233 poruna A). Estas
reacciones se hicieron a partir de DNA cromosomal, cDNA o DNA plasmidico dependiendo lo
que se quisiera localizar. Las cantidades agregadas de cada uno de los reactivos, para una
reaccion de 2 0 yl y los programas par a | a am plificacién d e t odos | os pr oductos, pue den

observarse en el anexo 2.2.

8. Extraccion de DNA de gel de agarosa

Para obtener separados los fragmentos que codifican para EGWT y para E6*l, a partir de un
amplificado de cDNA de HelLa (con VPH-18), asi como para separar el amplificado de E6SM
del plasmido pCA-E6SM (donado por el laboratorio del Dr. Lawrence Banks del International
Centre for Genetic Engineering and B iotechnology Padriciano en Trieste, Italia), se utilizo el
kit Q IAquick G el E xtraction de Q iagen®. Con este kit se lograron obtener | os fragmentos

deseados a partir de un gel de agarosa al 1 %. Una vez que se tenia el gel con la reaccion de
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PCR, se recort6 la banda deseada tratando de tomar la menor cantidad de agarosa posible.
El fragmento se colocd en un tubo y se pesd. Posteriormente, se agregaron tres volumenes
de a mortiguador Q G (tomando el pesodelgel como un volumen mg=ul).La mezclase
incubd dur ante 10 minutosa 50 °Cyl uego s e agregd unvolumen d e isopropanol, s e
homogenizo y se transfirié a una columna. Dicha columna se centrifugd a 13 000 rpm durante
un m inuto yel | iquido c olectado s e des carté. P ara |l avar, s e ag regaron 750 yl de

amortiguador P Ea lac olumna,s ei ncubd d urantet res minutosy fue c entrifugada
nuevamente un minuto. El filtrado se descartd y luego se centrifugd una vez mas sin agregar
ningun amortiguador, esto para eliminar todo el etanol (del buffer PE) restante. La columna
se transfirid a un tubo y se agregaron entre 30 y 50 pyl de amortiguador EB o de agua estéril

para eluir el DNA, centrifugando un minuto.

9. Clonacion de los fragmentos EGWT, E6SM y E6*l de VPH-18

Unavezquesetenian p uros|os fragmentos a ¢ lonar, s e hicieron | as r estricciones y
ligaciones necesarias para la construccion de los plasmidos p3X-E6WT, p3X-E6SM y p3X-
E6*l a partir del vector p3X FLAG-CMV-10 de Sigma® (Fig. 14). Dichos plasmidos fueron

finalmente transformados en bacterias para su clonacion.

p3XFLAG-CMV-10 (6.4 kb) Z_-z-2-=-% Figura14. Vector p3XFLAG-CMV-

FE292 10 (Sigma®). Este vector de

proteinas de fusion con tres
L | epitopes flag ( Asp-Tyr, L ys, X aa,
Xaa, A sp)en e lex tremoN -

terminal. Se distribuye junto con el
vector p3XFLAG-CMV-7-BAP, que

i Ll hGH poly A generaa | af osfatasa alcalina

SV 40 origin bagteriana fusionada a los

epitopes flagenel ex tremo N-

terminal de la proteina. Este sirve

f1 origin comoc ontrol pos itivo de
, transfeccion.
N-Terminal e
. p3XFLAG-CMV
amp
SV 40 poly A

pBR322 origin
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Restricciones. Se mezclaron los reactivos necesarios en las cantidades especificadas en el
anexo 3.1 para la primera restriccion. Dicha mezcla se incub6 durante una horaa 37 °C.
Pasado este tiempo, se agregaron los reactivos para la segunda restriccién y se repitio la

incubacioén en las mismas condiciones.

Ligaciones. Una vez digeridos el plasmido y cada uno de los fragmentos, ambos se ligaron
utilizando la reaccion de ligacion referida en el anexo 3.2, e incubandola a 37 °C durante una

hora.

Células competentes. Para t ransformar | as ¢ onstrucciones he chasy |levarac abola
clonacion, fue necesario generar bacterias competentes. Dicho procedimiento se llevé a cabo
con la cepa DH5a de Escherichia coli, g ue s e hi zo c ompetente ut ilizando un método
quimico. Se inocularon 50 ml de medio LB con bacterias DH5a y cuando el cultivo llegd a una
DO de aproximadamente 0.4 (a 600 nm ), | as b acterias s e colocaron en hielo durante 15
minutos. P asado el tiempo, s e c entrifugarona25 00rpm 10 min. E | s obrenadante se
descarto, y la pastilla de c élulas se resuspendié en 25 ml de u n amortiguador C aCl,-Tris
(anexo 1.6). Luego de incubar 30 min en hielo, la mezcla se centrifugé a 2 500 rpm por 10
min. E | sobrenadante fue d ecantado y |a pastilla g enerada s e resuspendiéo en 3.3 ml del
mismo bu ffer. Las bacterias c ompetentes g eneradas s e d ejaban todala nochea4° C,y

posteriormente podian ser utilizadas hasta una semana.

Transformacién. Cuando s e tuvieron | istas | as b acterias ¢ ompetentes y | os pl asmidos
construidos, el siguiente paso a realizar fue la transformacion del DNA en las células. Para
estos fines, ut ilizamos el s iguiente pr otocolo: E n di stintos t ubos ¢ olocados en hielo, s e
agregaron aproximadamente 100 ng de los plasmidos construidos, asi como del plasmido
vacio y del plasmido control BAP por separado. Posteriormente se adicionaron 200 ul de las
bacterias competentes a cada uno de los tubos con DNA y las mezclas se incubaron 30 min
en hielo. Para generar un c hoque térmico, pasados los 30 min, los tubos se colocaron dos
minutos a 42 °C, e inmediatamente después se pusieron nuevamente en hielo. Ya en frio, se
agregaron 800 pl de medio LB estéril a cada uno de los tubos, y se incubaron una hora a 37
°C con agitacion constante (300 rpm). Pasado el tiempo, 100 ul de cada uno de los tubos se
sembré en una placa de LB (Anexo 1.1) con ampicilina 100 pg/ml. Finalmente las placas se
incubaron toda la noche a 37 °C para la obtencién de colonias transformantes.

36



10. Extraccion DNA plasmidico

Los diferentes plasmidos fueron extraidos, con el us6 del kit PureLink® Quick Plasmid DNA
Miniprep de Invitrogen®. El protocolo utilizado se basé en el indicado por el fabricante para el
uso de es te kit y se describe a continuacion: la p astilla de células obtenida de un cultivo
bacteriano de 5 ml, se resuspendié en 250 pl de amortiguador R3 (que contiene la RNasa
A). La mezcla se transfirio a un tubo y se le adicionaron 250 yl de amortiguador L7 (lisis).
Posteriormente s e agregaron 350 pyl de amortiguador N4 (precipitacion) y se centrifugo a
12 000 rpm durante 10 minutos. E| sobrenadante obtenido fue transferido a una columna,
que se centrifugdé un minuto y el sobrenadante se descarté. Después de esto se procedio al
lavado con 700 uyl de amortiguador W9, centrifugando nuevamente un minuto y descartando
el sobrenadante. Luego de esto, la columna se centrifugdé durante un minuto sin adicionarle
nada. Finalmente la columna se transfirié a un tubo y se agregaron 30 pl de agua estéril o de
amortiguador de elusion TE en el centro de la membrana. Una ultima centrifugacion se llevo

a cabo por dos minutos, en la que el eluido obtenido contenia el plasmido extraido.

11. Electroforesis de acidos nucleicos

Todas las restricciones, amplificaciones y demas técnicas de DNA llevadas a cabo, fueron
corridas por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % (en TBE 1X mostrado en anexo 1.7).
Los marcadores de peso molecular (Axygen®) que se utilizaron, fueron de 100 pb en todos
los ¢ asos. Elv oltaje us adopar ac orrerc adag elv arioent re80y 100v olts. Los
electroferogramas resultantes se revelaron con GelRed de GenScript®, por fluorescencia del

colorante en la luz UV.

12. Transfeccion

La linea celular HEK293 s e transfecté con los plasmidos p urificados. En placas p 60, se
sembraron 700 000 células por placa. Al dia siguiente, cuando las células se encontraban en
una confluencia de aproximadamente 70%, se les cambié el medio a 1 ml de EMEM con 10%
de SBF. Como se muestra en la figura 8.1 del anexo 8, se usaron dos tubos para cada una

de las construcciones a transfectar. A uno de los tubos se agregaron 5050 ng de DNA (5 ug
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de la construccion y 50 ng del plasmido control BAP) y al otro tubo 5 pl de Lipofectamina
2000 ( Invitrogen®). Cada tubo se adiciond con 200 ul de medio Optimem de Gibco®. Los
tubos se dejaron a temperatura ambiente cinco minutos y luego se mezcl6 el contenido de
los dos. Hecha la mezcla, ésta se incubd 25 min a temperatura ambiente y luego se coloco
por goteo alrededor de toda la placa, la cual se incub6 a 37 °C por cinco horas. Pasadas las
cinco horas se cambi6 el medio por 2 ml de EMEM con 10% de SBF y se incubaron hasta
completar las 24 horas post-transfeccion.

13. Western blot

Para observar las distintas proteinas a ev aluar se realizaron ensayos de WB, siguiendo los

pasos que se sefalan a continuacion:

Extraccion de proteinas. Esta se hizo con amortiguador RIPA (Anexo 1.8) adicionado con
0.2% del coctel de inhibidores d e proteasas E ASYpack de R oche®. En hielo, | os botones
celulares se resuspendieron en 200 ul del buffery se pasaron por una j eringa de i nsulina
entre 15-20 veces. Los lisados se mantuvieron en el hielo durante 20 miny después se
centrifugaron a 12 000 rpm durante 15 min. El sobrenadante con las proteinas se almacené a

-70 °C hasta su cuantificacion.

Cuantificacién. Una c urva es tandar d e albumina se c uantifico par alelamente que las
muestras. P ara |as proteinas extraidas se agregaron 13 pl de R IPA para cada muestra a
cuantificary 2 ul del extracto proteico obtenido, en los pozos de una placa de 96. Luego se
afiadieron 300 pul de la solucién de trabajo de acido bicinconilico con sulfato de cobre (anexo
19)a cadaunodel ospozos (delacurvay del as muestras), s e es perd | areaccidon

colorimétrica y se leyod en un lector de Elisa a 570 nm.

Electroforesis de proteinas. Se prepararon geles de poliacrilamida al 10y 15% (Tabla 4.1
en anexo 4) segun el peso de | as proteinas a obs ervar. El marcador de p eso molecular
PageRuler Plus de Thermo Scientific® y las proteinas, se cargaron en la cantidad y orden
deseado. Las muestras se corrieron con buffer de corrida 1X (Anexo 1.12), a un voltaje entre
80y 110 volts.
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Transferencia. La transferencia de | as proteinas a una membrana, se hizo en una c amara
semiseca, a 20 v olts dur ante 4 0 min. Los papeles filtro, el gelconlas proteinasy la
membrana (de nitrocelulosa con poro de 0.2 ym marca Bio—Rad®), se humedecieron en buffer

de transferencia 1X frio (Anexo 1.13).

Bloqueo. La membrana de nitrocelulosa con las proteinas, se colocd en un recipiente y se
cubrié c ompletamente c on buffer de bl oqueo ( Anexo 1.14). Elrecipientesedejéenla
plancha de agitacién a TA de una hora a toda la noche, y luego se lavé con amortiguador

TBS-T durante 10 min (Anexo 1.3) una vez.

Hibridacion de anticuerpos. La membrana bloqueada y lavada, se cubrié con el anticuerpo
primario especifico sefialado en el anexo 5 y diluido en b uffer para dilucién de anticuerpos
(Anexo 1.15). Se dejo6 toda la noche incubando en agitacion a 4 °C. Luego se lavo con buffer
TBS-T tres veces du rante 1 5 m in c ada v ez. P osteriormente, s e ag rego el ant icuerpo
secundario necesario (Anexo 5) y se incubd durante una hora a temperatura ambiente, en

agitacion. Finalmente se realizaron los tres lavados hechos para el primer anticuerpo.

Deteccién. Para p oder obs ervar | as pr oteinas de i nterés, utilizamos el k it | mmobilion
Western de M iIIipore®. La solucion d e t rabajo s e pr eparé mezclando par tes i guales del
luminol y el peroxido contenidos en el kit. Dicha solucion se agregd a la membrana lavada y

se dejo actuar durante un minuto. Luego se coloco en el escaner c-Digit™ y se reveld.

14. Generacion de células HEK293 con expresién estable de E6WT, E6SM
y E6*I

Células HEK293 fueron transfectadas, como se menciona en el apartado numero 12 de los
métodos, utilizando | os plasmidos p3XFLAG-E6WT, p 3XFLAG-E6SM y p3X FLAG-E6*I por
separado. Durante 30 dias, el medio y la geneticina (800 ug/ml) fueron cambiados cada 24
horas. La expresion de E6GWT, E6SM y E6*| se evalud por medio de RT-PCR y WB en las

células sobrevivientes.
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15. Inmunofluorescencia

Células HEK293 y HEK293 que ex presan de forma estable E6WT, E6SM o E6*| fueron
sembradas por s eparado en portaobjetos. Al di a siguiente, s e l avaron c on bu ffer P BS-T
(Anexo 1.17) y posteriormente se fijaron con la solucién de paraformaldehido (Anexo 1.16)
durante 15 minutos. S e hicieron tres lavados con P BS-T durante 10 minutos c ada uno .
Después de esto, el buffer de bloqueo para IF se colocoé (Anexo 1.19) durante 1.30 horas. El
anticuerpo pr imario ant i-B-catenina s e disolvi6 en buf ferde bl oqueopar al F, a la
concentracion indicada en el anexo 5.1 y se dejé en una camara humeda, durante toda la
noche,a 4° C. Aldi as iguiente, tres| avados con PBS -T fueronr ealizados, par a
posteriormente colocar el anti-cuerpo secundario Alexa 594, disuelto en buffer de bloqueo
para | F (Anexo 5.1) durante 1.30 horas, e n camara humeda, a temperatura am biente y
cubiertod e laluz. Unavezlavadas nuevamente con P BS-T tres v eces, se colocd un a
solucion de DAPI diluido (1:200) durante 5 minutos a temperatura ambiente y se realizaron
dos ultimos lavados de 5 minutos con PBS -T. F inalmente las muestras fueron m ontadas
utilizando m edio d e montaje ProLong® Gold ant ifade r eagent y ¢ ubriéndolas ¢ on un

cubreobijetos.
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VIl. RESULTADOS

Para poder realizar un analisis especifico del papel de E6*l en la via de Wnt, era necesario
observar | as consecuencias de tres tratamientos distintos en las células a evaluar: 1) La
expresion conjunta de E6 y E6*l; lo que se observa de manera natural en células infectadas
con VPH-18 (Czegledy et al., 1994; Pim, et al., 2009), 2) La expresion solo de E6y 3) La

expresion solo de E6*l. Para esto se realizé la clonacion de distintos fragmentos especificos.

1. Clonacién de los fragmentos E6WT, E6SM y E6*l de VPH-18 en el vector
p3XFLAG-CMV-10

Todas las clonaciones se realizaron en el vector p3XFLAG-CMV-10 mostrado en la figura 14
en el apartado de métodos. Para poder obtener a la proteina E6 completa, asi como a su
producto del procesamiento alternativo E67l, se clond la secuencia de E6WT que genera a
ambas i soformas. P ara que s e ex presara s 0lo la proteina E6*l, se clond uni camente la
secuencia de RNAm generada des pués del procesamiento alternativo; y p ara lograr una
mayor expresion de la proteina E6 completa se cloné E6 splice mutant (E6SM). La secuencia
nucleotidica para esta mutante es casi igual que la de E6WT, solo cambia el nucledétido 233
que en la secuencia WT corresponde a una guanina, pero en la mutante se cambia por una
adenina, | o0 q ue di sminuye dr asticamente el s plicing. La m utacion ¢ orrespondiente es

silenciosa, ya que en el momento de la transcripcién ambos tripletes codifican para acido

glutdmico, generando proteinas idénticas.

A partir de la secuencia codificante para E6 de VPH-18, localizada en el compendio de VPH
(http://Ipave.niaid.nih.gov/lanl-archives/HPVcompintro4.html, 1994) | sedi sefaron
oligonucledtidos especificos q ue a mplificaran | a t otalidad d el fragmento, ademas d e un
oligonucledtido antisentido extra, para la amplificacion de E6*| hasta su respectivo codén de
paro. Como se muestra en la figura 6.1 del anexo 6, al realizarse el splicing de la secuencia
completa, se genera un cambio en el marco de lectura y un nuevo codén de paro, localizado

antes del de la secuencia completa.

Para insertar los fragmentos en el plasmido, se eligieron sitios de corte para dos enzimas
presentes en el sitio de m ulticlonacion ( MCS) del pl asmido (EcoRIly B glll). Ya que las
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secuencias a ¢ lonar (E6BWT, E6 SMy E6 *I) no pos een di chos sitos de c orte, es tos se

agregaron al inicio y final de la secuencia usando los oligonucleoétidos disefiados.

Se observo que el sitio de corte para EcoRlI, presente en el MCS del plasmido (Fig. 7.1 en
anexo 7), deja extremos cohesivos que al empalmar con nuestro fragmento cambiarian el
marco de lecturay portanto la secuencia de |a proteina. Para solucionar el problema, se
agrego un n ucledtido ( A) t erminando el s itio de c orte para EcoRl en | a s ecuencia del

oligonucledtido “sentido”, conservando asi el marco de lectura adecuado (Fig. 15).

EcoRI *
EcoRIE6 Fwd A 5-GGGGAA TTC A EEGIDEOIINCAGIGATICOMACH->
Bqglll E6 Rev 5-GGGAGATCT[TTA TAC TTGTGTTTC TCT GCG-3'
Inverso complementario Bglll CGC AGA GAAACACAAGTATAA

Bglll E6* | Rev
Inverso complementario

5-GGGIAGA TCTICTAAGT TTT TCT GCT GGATTC -3

Bgli

1l attaatactt ttaacaattg tagtatataa aaaagggagt aACCGARARC GGTcggghCC

61

GRRRRCGGETg

121 EEEEEEEE -y

181
241
301
361
421

aagacataga
aatttgcatt
ataaatgtat
atggagacac

tgocggtgcca

tatataaaaqg
gocgacoctac
aataacctgt
taaagattta
agatttttat
attggaaaaa
gaaaccgtt

atgTGAgaaa
aagctacctg
gtatattgca
tttgtggtgt
tctagaatta
ctaactaaca

cacaccacaa
atctgtgcac
agacagtatt
atagagacaqg
gagaattaag
ctgggttata

tactAT

ggaactgaac
ggaacttaca
tataccccat
acattattca
caatttatta
acaccttaat

acttcactgc
gaggtatttg
gctgecatgeco
gactctgtgt
ataaggtgcc
gaaaaacgac

481
241

gatttcacaa
gacaggaacg

catagctggg cactaTlAGag goccagtgcoca
actccaacga cgcagagaaa cacaagtaTl

ttocgtgctgeo
Atattaagti

aaccgagcac
TGocatggacc

Figura 1 5. O ligonucledtidos disefiados y s ecuencia codificante p ara | a pr oteina E 6 d e V PH-18. P odemos
observar tanto el oligonucleétido sentido como los dos antisentido, para el fragmento completo y para E6*l. Se
muestran | os s itios de r estriccion agregados a cadauno de los primers, ademas de u na ad enina parala
correcciéon del marco de | ectura en el oligo sentido. Con verde se resaltan los sitios don ador y aceptor de
splicing.

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del fragmento E6SM fueron los mismos
que para E6WT.

En la figura 16 se muestra un esquema del disefio de las restricciones en los fragmentos y el
vector con EcoRI y Bglll, donde se puede ver el orden de los cortes y la orientacion en la que

quedaran las secuencias a clonar.
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A B Sitio de clonacion multiple

s B=> _=
ToE R = ok
£89y 8842
EcoRI Bg'l"l | MET J3XFLAG ; ([ |
1 ]
CMV promoter hGH poly A
E-:iRI BE'"" SV 40 origin
= er g |
H:II E6SM 'Lﬂ 1 origin
N-Terminal neig;
EcoRl Bgll ol p3XFLAG-CMV
SV 40 poly A

pBR322 origin

Figura 16. Sitios de corte para EcoRI y Bglll. En la figura se esquematizan los sitios de corte para las enzimas
de restriccion el egidas, tanto en | os am plificados E6WT, E6SM y E6*l, asi como en el plasmido p3X FLAG-

CMV10.

Los fragmentos fueron amplificados con los oligonucleétidos disefiados como se describe en
el apartado de materiales y métodos. Cuando se tuvieron listos los tres distintos amplificados
a clonar, se procedio a |l a restriccion de cada uno d e éstos y del vector p3XFLAG-CMV 10

con EcoRl y Bglll. Los resultados se observan en la figura 17.

Figura 1 7. R estricciones de losinsertos yel

=] =) , g i
p3X % i} E’ plasmido con EcoRl y Bglll. Del carril 2 al 5 se
o . . . ,
= e o u v , s in digeri ,
= o T 3 muestra el v ector, s in d igerir ( SD), s 6lo c on
& = i} 5 = w EcoRlI, s6lo con B glll y con am bas en zimas.
a w @ Lﬁ & % & Losc arriles 6,7 y8c orrespondena | as

digestiones de los tres fragmentos con las dos
enzimas.

—~_E6 477 pb

<—E6*1 174 pb

Una vez digerido el plasmidoy cada uno de los fragmentos, ambos fueron ligados. En |a
figura 18 se muestra un esquema de como quedan las construcciones una vez ligadas y el

nombre que se le dio a cada una de ellas.
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Figura 18. C onstrucciones obt enidas. S e es quematizan las t res c onstrucciones r ealizadas con bas e en el
plasmido p3XFLAG-CMV10. Después de la ligacion del vector con los insertos E6GWT, E6SM y EG6*l se
obtuvieron las construcciones: p3XFLAG-E6WT, p3XFLAG-E6SM y p3XFLAG-E6*1.

Las tres construcciones asi como el plasmido vacio, fueron transformados en bacterias DH5a
competentes por c loruro de ¢ alcio, q ue s e pl aquearon e n L B-agar ¢ on a mpicilina c omo

antibiético de seleccion.

De las colonias obtenidas para cada una de las construcciones se resembraron 3 del vector
vacio, 5de E 6WT, 3de E6SMy 4 de E6*Il. A dichas resiembras se les hizo una P CR de
colonia. Para p3X no se obtuvo amplificado alguno, cuatro de las cinco colonias con p3Xflag-
E6WT amplificaron el fragmento en el tamafio esperado y una mas grande, por lo que ésta
fue d escartada p ara c ontinuar c on el pr oceso. P ara E6SM h ubo t res ¢ olonias ¢ on el
amplificado en 477 pb y las cuatro colonias con E6*l tuvieron el fragmento de 147 pb

correspondiente. Los resultados se muestran en la figura 19.
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p3xX E6WT E6SM E6™ |

DNA Hela
Ne gativo
DNA Hela
Ne gativo

~_E6 477 pb
<—E6*1 174 pb

Figura 19. PCR de colonia. A partir de las resiembras de colonias transformadas resistentes a ampicilina se hizo
una PCR para amplificar EGWT, E6SM o E6*I.

De las colonias positivas, que contenian el fragmento en el peso deseado, se eligié una de
cada c onstruccion, para extraer el plasmido con el procedimiento ya descrito. Ya que se
habian extraido los plasmidos, éstos se verificaron por PCR (Fig. 20 A) y luego por liberacion

de inserto con las dos enzimas utilizadas para clonar (Fig. 20 B).

A 4 i B Digestion con
= = Y g SECT T EcoRlI /Bglll
= 2 = > B 3 >
o i T ¥ i L = - =
X e oy X T o L O 2 w5
™ = ™ = @ m = @ w W [1=]
o e o QO 2 c O =2 w w
a% e e »
< E6 477 pb = 9@ 8 <
<—EB*| 174 pb

< E6 477 pb
< E6*1 174 pb

Figura 20. V erificacion de | a c lonacion d e fragmentos. A) PCR a p artir del DNA plasmidico o btenido por
Miniprep de las colonias transformantes. Se pueden ver los amplificados para cada construccion en los pesos
correctos, 477 pb para EGBWT y E6SM y 174 pb para E6*l. B) Liberaciones de inserto a partir de las
construcciones obtenidas. Cada uno de los plasmidos purificados fue digerido con las dos enzimas con las que
se realiz6 la clonacion. En la imagen se muestra la liberacién de insertos en los pesos de E6 y E6*I.

Para c orroborar q ue | os f ragmentos c lonados es tuvieran en m arcoy que | as s ecuencias
fueran correctas, los plasmidos p3XFLAG-E6WT, p3XFLAG-E6SM y p3XFLAG-E6*| fueron
secuenciados usando el servicio de secuenciacién de la unidad de sintesis y secuenciacion

del | nstituto de Biotecnologia de | a U NAM. Las s ecuencias ob tenidas se muestran en |a
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figura 9.1 del anexo 9. Los resultados comprobaron que las secuencias son las adecuadas

para generar las proteinas E6, E6*] o ambas, dependiendo del plasmido que se utilice.

2. Expresion de las proteinas E6 y E6*] en células HEK293

Células HEK293 fueron transfectadas con las tres construcciones realizadas, asi como con el
vector vacio por separado. 24 horas post-transfeccion, | as c élulas f ueron recogidas y se
extrajeron t anto lisados pr oteicos c omo RNAm totales. La pr esenciad et ranscritos
codificantes para E6 y E6*l se observé mediante RT-PCR (Fig. 21 A), y la expresién de las
proteinas se vio por Western blot (WB) (Fig. 21 B) utilizando un anticuerpo anti-FLAG. En
cada transfeccion ademas de la construccion de interés, se transfecto el plasmido p3XFLAG-
BAP, que en | os ensayos se utiliz6 como un control de carga y transfeccion. Este plasmido
codifica para un a fosfatasa al calina b acteriana no funcional e n eucariontes, ligada a los

mismos epitopes FLAG presentes en el vector vacio.

A nivel de transcrito, pudimos observar distintos patrones entre la cantidad de RNAm para E6
y E6*l. En el caso de las células t ransfectadas c on p 3xFLAG-E6WT, s e obs ervé mayor
cantidad del transcrito para E6*l que para E6, mismo patron que se presenta en transcritos
de células Hela, las cuales poseen DNA de VPH-18 insertado en su genoma. En el caso de
E6SM logramos ver también transcrito de ambos fragmentos, pero la cantidad de RNAm para
E6 fue mucho mayor que la observada en E6WT. Para E6*l se corroboré la presencia unica
del transcrito para esta isoforma. En la figura 21 podemos observar dos tamafos tanto para
E6 como para EG*l, lo que depende del par de primers que se haya utilizado en cada caso.
Cuando se usan los oligonucleétidos para amplificar a E 6 completo, es posible detectar al
producto de splicing, pero el tamafio es mayor de lo esperado para E6*l (296 vs. 174 pb),
pues se amplifica desde el inicio (igual para ambas proteinas) hasta el codon de paro para
E6G, que no es el mismo que utiliza E6*l y se encuentra rio abajo de él (Fig. 6.1 en anexo 6).
Un caso parecido es el que encontramos cuando se amplifica el RNAm codificante de EB6,
con el par de primers disefados para E6*l, donde se amplifica un f ragmento de E6 que

termina antes del coddn de paro especifico para la proteina completa.

Cabe mencionar que hasta el momento s6lo en p ocos articulos se ha | ogrado mostrar una

buena expresioén de la proteina E6 de VPH-18 y son aun menos en los que han vistoala
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isoforma E6*l. En este estudio detectamos a | as proteinas E6 y E6* mediante el epitope
FLAG presente en | as proteinas recombinantes. Al realizar el e nsayode WB seviouna
coincidencia entre los patrones observados para el RNAm y los detectados a nivel proteico.
Resulta interesante que aun cuando en las transfecciones con E6SM se observa al RNAm

correspondiente a E6*l, la presencia de la proteina fue poco evidente o nula en el WB.

A Hela MNeg Hela Neg
p3X EGWT E65M E6%I E6 E6 E6*I E6B

E6 477/356 pb
E6*1 296/ 174 pb

B p3X E6WT E6SM E6*I
— — E6 24 kDa
= & E6¥1 15 kDa

W w—— s @ BAP 54 kDa

Figura 21. Transcritos y expresion proteica de E6 y E6*l en lisados de células HEK293 transfectadas (24 hr) con
p3XFLAG-CMV-10, p3xFLAG-E6WT, p3xFLAG-E6SM y p3xFLAG-E6*I. A) RT-PCR. Se muestran los transcritos
de ambos fragmentos. B) W B. Se obs ervan los patrones de expresion de am bas proteinas en las distintas
transfecciones. El control de transfeccién y carga en ambos casos fue BAP.

Como podemos ver, el plasmido p3XFLAG-CMV-10 fue de gran utilidad para la clonacion del
gend e E6WT y | as m odificaciones d e éste. S us epi topes F LAG representaron una
herramienta eficiente en |l a deteccidén de las proteinas E6 y E6*], que se expresaron con el

patron esperado en células HEK293.
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3. Degradacién de p53 por la proteina E6

Cuando EG6 se une a la ubiquitin ligasa EGAP, es capaz de enviar a degradacion a la proteina
p53, por lo que actualmente p53 es un blanco bien conocido de E6 (Revisado en Narisawa
y Kiiyono, 2007; T homas, et al., 1999). P ara c orroborar | a ac tividad de la proteina E6
observada en nuestros ensayos, evaluamos los niveles de p53 en los distintos tratamientos
utilizados (Fig. 22).

Figura 22. Niveles de p53 en proteinas totales

#
p3X EBWT E6SM E6~I de células HEK293 transfectadas (24 hr) con

p3xFLAG-E6WT, p3x FLAG-E6SM vy p 3xFLAG-
-_ S P53 53kDa E6*l. Podemos obs ervar |a disminucién de los

niveles de p53 en las células donde se expresa
s6loE6 0 E 6 y E6G*I, pero no dond e sdlo hay
WS s s == BAP 54 kDa E6*I.

En los resultados generados a partir del WB se observaron niveles disminuidos de p53 en
presencia de E6. Cuando las células eran transfectadas con E6SM, y por tanto se tenia una
mayor cantidad de E6 que de EG6*l, la degradacion de p53 es mayor que cuando la isoforma
pequefia esta presente de forma abundante. L a pr oteina pequefa, producto del splicing

alternativo, no mostré degradacion del blanco evaluado.

4. Efecto de las proteinas E6 y E6*l sobre blancos de la via de Wnt

Se realizé un ensayo para observar los ni veles de [-catenina, proteina blanco de la via
canonica de Wnt. Los resultados muestran un aumento en los niveles de B-catenina cuando
las células HEK293 se transfectaron con EGWT, E6SM y E67l, en relacion con la cantidad de
proteina observada en la ausencia de E6 o E6*| (Fig. 23 A). En E6WT, ambas isoformas de
E6 (completa y pequefa), parecen sinterizar el aumento de la proteina B-catenina (Fig. 23
B).

En el caso de los niveles proteicos de c-Jun, |la cantidad de esta proteina se ve elevada
cuando esta presente EG, ya sea soloo en combinacién con EG*l, pero no au menta en

cuando solamente se encuentra E6*| (Fig. 23 C).
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Figura 23. Niveles de B-catenina y c-Jun en lisados proteicos totales de células HEK293 transfectadas (24 hr)
con p3xFLAG-E6WT, p3xFLAG-E6SM y p3xFLAG-E6*Il. A) Se observa el aumento en los niveles de B-catenina
cuando se transfecta cualquiera de las combinaciones de E6-E6*l. B) Densitometria que muestra una tendencia
en el aumento de B-catenina cuando esta presente E6, E6*I, o0 ambas. Un mayor aumento de (B-catenina se
observa cuando hay ambas isoformas. C) Aumento de c-Jun sélo cuando esta presente la proteina completa.

A Pos Neg Pos Neg
p3X E6WT E65M E6*1 E6 E6 E6*1 E6¥I

<—E6 477 pb

E6*1 296/ 174 pb

B p3X E6WT E6SM  E6%I

- e — E6 24 kDa

s @ E6*115kDa

Figura 24 . E xpresion estable de E6WT, E6SM y E6*l en células HEK293. A) RT-PCR donde s e muestra la
presencia de transcritos para casa una de las proteinas. B) WB que evidencia la presencia de las proteinas.
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5. Localizacién de B-catenina en presencia de EGWT, E6SM y E6*I

Una vez que comprobamos el efecto de las proteinas E6 y E6*l de VPH-18 sobre los niveles
de [B-catenina, quisimos averiguar si la localizacion de B-catenina se modificaba en presencia

de las proteinas virales.

Para obs ervar es to, realizamos ens ayos de i nmunofluorescencia en lineas de ¢ élulas
HEK293 que expresan de manera estable EGWT, E6SM o E6*l; donde la expresion de las
proteinas del virus se corroboré mediante RT-PCR y WB (Fig. 24 A y B respectivamente).

Los resultados de las inmunofluorescencias, utilizando un microscopio de epifluorescencia,
pueden observarse en la figura 25. En las células HEK293 que no expresan a ninguna de las
proteinas v irales, [(-catenina tienen unal ocalizacién m ayoritariamente membranal y

citoplasmatica. Todas las células que expresan E6WT, E6SM o E6*l, muestran a B-catenina
ubicada principalmente en el citoplasma y en los casos en los que esta presente E6 también
en el nucleo. E sta | ocalizacidn nuclear en los casos en que esta presente EG, es mayor
cuando esta E 6SM ( expresion mayoritaria de E 6). En presencia de E6*I, se obs ervaron
campos con [3-catenina nuclear, aunque la mayoria de las células la presentaban mas en el

citoplasma.

En todas | as c élulas con ex presion de EG, E6*l1 o a mbas, s e o bservaron cambiosen la
morfologia de las células.
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Figura 25. Inmunofluorescencias con microscopia de epifluorescencia en células HEK293 con expresion estable
de E6WT, E6SM o E6*l. En azul se observan los nucleos tefidos con DAPI y en rojo la proteina B-catenina
enddgena.
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VIII. DISCUSION

La actividad oncogénica de | as proteinas E6y E7 de los VPH-AR, ha s ido a mpliamente
estudiada (Revisado en Mantovani y Banks, 2001; Moody y Laimins, 2010; Narisawa y
Kiyono, 2007). Sin embargo, poco se conoce de la actividad del producto de procesamiento
alternativo E6*l. La abundante presencia de E6*l en muestras de cancer cervicouterino y en
lineas celulares derivadas del mismo (De la Cruz, et al., 2005; Vazquez, et al., 2013), han
motivado el es tudio de | os e fectos de esta pr oteina enl as viasr elacionadasconl a
transformacién celular. La capacidad de E6*l para unirse a E6 y E6AP (Pim, et al., 1997) y
su efecto en | a degradacién o ac tivacion de ciertas proteinas involucradas en procesos de
apoptosis, proliferacion y adhesion celular (Pim, et al., 2009; Manzo, et al., 2014), sugieren
que E67l podria intervenir en la regulacion de la proteina E6 completa o realizar funciones
independientes a E6 , que de algunaf orma m odularan ciertas vias de s enalizacion

involucradas en la transformacion celular.

La via de Wnt se ha observado alterada en cancer cervicouterino; donde B-catenina aumenta
tanto en c itoplasma como en nucleo a medida que va avanzando la lesion (Uren, et al.,
2005; Rodriguez, et al., 2005). De esta manera [-catenina s e ubica enla membrana del
tejido normal de c érvix, mientras que en las displasias comienza a obs ervarse también en
citoplasma y en cancer invasor, principalmente en el nucleo. La participacién de la proteina
E6 de VPH-16 en la viade Wnt se ha estudiado previamente (Lichtig, et al., 2010). Sin
embargo, en esta via no se conoce el efecto de E6 de VPH-18, que en México se encuentra
entre los primeros lugares en frecuencia de los tipos de VPH presentes en cancer de cérvix
(Carrillo, et al., 2014) y que presenta un p eor prondstico en e tapas tempranas (Burger, et
al., 1996). Por otra parte, dado que E6*l se encuentra en una e levada proporcion en | os
carcinomas, también resulta relevante determinar el papel especifico de esta proteina en la
via de Wnt.

En el presente trabajo evaluamos si la presencia de |la proteina E6 o E6*] de VPH-18 tienen
un efecto en la via candnica de Wnt. Para cumplir con este objetivo, no s6lo observamos la
consecuencia de expresar a E6*l, la isoforma pequefia de E 6, sino también el efecto de la

expresion de la pr oteina completa, g enerada a partirde unt ranscrito q ue r ealiza un
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procesamiento al ternativo de ficiente (E6SM), asic omo de lac ombinacion d e am bas

isoformas generadas por EGWT, en tratamientos separados.

En nuestro modelo de estudio E6SM representa una importante herramienta para estudiar el
efecto es pecifico de | a proteina E6 completa. Esto se debe a q ue sibienen| as células
transfectadas con esta mutante se observa la expresion tanto del transcrito E6*l como E6
completo, la forma completa au menta considerablemente su proporcién, en r elacion a |l os
transcritos observados en las células con E6GWT. Cabe resaltar que a nivel de proteina, soélo
se observa la forma completa en las células con E6SM, mientras que E6 y E6*| se expresan
en las células transfectadas con E6GWT. Como es de esperarse en las células transfectadas

con E6*1, solo se observa este producto de 10 kDa.

La degradacién de p5 3 resulté una b uena prueba de | a funcionalidad de E 6, dado que la
presencia mayoritaria de la proteina E6 en la mutante E6SM llevo a una mayor degradacion
de p53 que cuando estaba E6*l1 acompafiando a E6 completo en las células con E6WT. Por
su parte, E6*I no tuvo ningun efecto en los niveles de p53, lo cual era de esperarse dado que

se sabe que aun cuando puede unirse a p53, no lleva a su degradacion.

En primera instancia, observamos un aumento evidente en los niveles de | a proteina c-Jun,
cuyo gen es blanco transcripcional de la via de Wnt, en presencia tanto de E6SM como de
EGWT (Fig. 23). Sin embargo, el aumento de c-Jun parece deberse al efecto del producto
completo de E6 y no a E6*l, ya que cuando solo esta presente la isoforma pequefia no hay
ningun efecto en | os niveles proteicos de c-Jun. Para ver que este aumento en | a proteina
blanco de la via de Wnt, es consecuencia del incremento en |a transcripcion del gen que la
codifica, y port antoen| a ac tividad t ranscripcional de | os factores r io abajoe n Wnt
(TCF/LEF), se requieren ensayos de PCR en tiempo real con sondas Tagman especificas
para la amplificacion y deteccion de los transcritos codificantes de c-Jun. Para entender los
mecanismos que intervienen en el aumento de la proteina c-Jun por efecto de los productos
de E6, los respectivos plasmidos de expresion se podrian cotransfectar con los plasmidos
FOP y TOP-Flash; los cuales contienen sitios de union al factor TCF y secuencias de union
mutadas, respectivamente, ambas acopladas al gen de | uciferasa. Este ensayo mostraria si
la actividad transcripcional ligada a TCF, se ve aumentada en presencia de la proteina E6 de
VPH-18, caso que se ha verificado en presencia de E6 de VPH-16 (Lichtig, et al., 2010).

53



El au mento observado en c-Jun se ha evidenciado e n es tudios ant eriores c uando esta
presente E6 de VPH-16 (de Wilde, et al., 2008). La relacién entre |la sobre-regulacion de
esta proteina y el desarrollo de carcinomas esta demostrada desde hace tiempo (Szabo, et
al., 1996), per o el aumento dependiente de la pr oteina E 6 d el VPH -18, pr esente en
aproximadamente | a mitad d e los adenocarcinomas de ¢ érvix en M éxico, aunno s € ha

estudiado, lo que da relevancia a los resultados encontrados hasta ahora.

Otro resultado obtenido, que no habia sido descrito en estudios previos, es que los niveles
de (B-catenina aumentan en presencia tanto de E 6 como de E6*l (Fig.23 A yB). Es muy
interesante que la cantidad del co-activador transcripcional 3-catenina aumente en todos los
tratamientos, habiendo obs ervado q ue c-Jun sei ncrementa exclusivamente c uando | a
proteina E6 completa esta presente. Estos patrones distintos en la expresion de c-Jun y -
catenina cuando esta presente E6 o E6*l, nos llevan a pensar que probablemente el aumento
y posterior regulacién de B-catenina, se dé por diferentes mecanismos cuando se expresa

una u otra de las proteinas de VPH-18.

Entonces, de estos resultados surge un primer cuestionamiento: ; Cémo puede E6 aumentar
la cantidad de B-cateninay llevar al a transcripcién de c-Jun? Ciertas evidencias p ueden
ayudar a contestar esta pregunta: a) Cuando las proteinas E6 de los VPH-16, 18 y 31 son
fosforiladas por Akt o P KA pu eden unirse al a pr oteina maestra 14-3-3, dicha u nion
estabiliza a la oncoproteina viral (Boon y Banks, 2013). b) Por su parte, 14-3-3 se une alas
proteinas YAP/TAZ (Basu, et al., 2003; Kanai, et al., 2000), componentes esenciales de la
via de sefializacién Hippo, lo que promueve su localizacion en el citoplasma. c) El complejo
YAP/TAZ se ha enc ontrado unido al complejo de degradacion de [3-catenina por medio de
Axina y tiene un papel muy importante en la unién de la ubiquitin ligasa B-TrCP (Azzolin, et
al., 2014). Ya que E6 de VPH-18 puede unirse a 14-3-3, podriamos pensar un mecanismo en
el que EG interaccione con el complejo YAP/TAZ, lo que podria separarlas del complejo de
degradacion, impedir la unién de B-TrCP ypor |otanto, la ubiquitinaciony pos terior
degradacion de B-catenina. De esta manera [(-catenina seria capaz translocarse al nucleo y

llevar a la transcripcidon de genes blanco de la via de Wnt, como es el caso de c-Jun.

Cabe recalcar que uno de los hallazgos mas interesantes es el aumento de [(-catenina en
células que expresan solo E6*l, lo que podria parecer contradictorio con los niveles bajos de
c-Jun observados en la misma transfeccion. Hasta este punto, estos efectos sugerian que
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probablemente la localizacion de [-catenina sea distinta en presencia de E6 o de E6*l, por lo
que observamos la localizacibn de (-catenina m ediante inmunofluorescencia, par a

comprobar esta hipétesis.

Los resultados mostraron que la localizacion de [(3-catenina si es distinta en las células que
expresan| ai soforma peq uefia oc ompletad eE 6d eV PH-18 (Fig. 25). Enl as
inmunofluorescencias se observa el aumento de B-catenina en el citoplasmay en algunos
casos también e n nucleo, cuando |l as células HEK293 expresan de manera estable alas
proteinas E 6WT o E6SM. Ela umento de B-cateninaenel nuacleo es mayor cuando
unicamente esta la proteina E6 (E6SM), caso contrario a lo observado en las transfecciones
transitorias, donde la presencia de E6 y E6*l en E 6WT mostraba un aumento mayor de -
catenina. Esto puede deberse al efecto cronico o agudo en células con expresion estable o
transitoria, respectivamente, de proteinas exdégenas. Cuando estaba solo E6*l, se observaron
casos contradictorios, pues algunas células parecian tener localizacién nuclear de 3-catenina
aunque la mayoria la mantenia en el citoplasma. Aunque serian necesarios ens ayos de
microscopia confocal y fraccionamiento celular para corroborar la localizacion de B-catenina,

los experimentos hechos nos dan indicios de la ubicacién de esta proteina.

Tomando en ¢ uenta estos r esultados, E6 podria llevar al atranslocacion nuclear de B-
catenina, como se observa en la activacion de la via por ligando Wnt (Fig. 13B) y por tanto,
llevar a | a activacién de los factores de transcripcion TCF/LEF y el aumento de los genes
blanco. Mientras t anto, E6*l podria g enerar un mecanismo distinto que i nfluyera en el
aumento de [3-catenina, pero no en la translocacion de la misma al nacleo, manteniéndose

por tanto los niveles basales de c-Jun.

Es dificil pensar en un modelo que explique el incremento en los niveles de 3-catenina en
presencia de E67l, ya que los efectos de esta isoforma de E6 son muy poco conocidos. Dado
que EG6*l se ha i nvolucrado en la degradacion de al gunas proteinas de | a familia MAGUK
como DlIg, Scribble, etc. (Pim, et al., 2009) y que la union de Dlg con APC (proteina que
integra el complejo de degradaciéon de B-catenina) juega un importante papel en el bloqueo
de la progresién celular (Ishidate, et al., 2000), podemos pensar que la posible disminucion
de DIg por E6*l modula la actividad supresora de tumores de APC, liberando a B-catenina del
complejo de degradacion y por tanto incrementando sus niveles. Ademas, una vez que [3-
catenina se haya liberado del complejo, la proteina citoplasmatica seria capaz de degradar el
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DIg restante (Subbaiah, et al., 2012), generando una disociacion del complejo p otenciada

por la B-catenina liberada.

Siguiendo c on es te razonamiento ¢;Ddnde r adicaria la diferencia para que [(-catenina se
transloque o no en presencia de E6 completo o E6*1? Recientemente se ha demostrado que
B-catenina puede unirse a IQGAP1 y a DvI2 formando un complejo, que mediante IQGAP1
se une a i mportina-p5, permitiendo | a translocacion d e todo el complejo al nucleo celular
(Goto, et al., 2013). A su vez IQGAP1 se une a pERK-1/2, la cual aumenta en presencia de
E6 completo (Contreras, et al., 2009). A la fecha no se conocen interacciones de E6*l con
ninguna de las proteinas involucradas en la translocacion al nucleo de B-catenina, pero la
presencia nuclear tanto de E6 como de E6*l ha sido demostrada (Vaeteewoottacharn, et al.,
2005; Manzo, et al., 2014), por lo que alguna interaccion o modulacion de la translocacion de
B-catenina en el nucleo es posible por estas proteinas virales. Para obtener mas informacion
sobre qué proteinas interactuan con E6 y E6*l de VPH-18 se deberan realizar ensayos de co-

inmunoprecipitacion.

Otra al ternativa, es que E6*l promueva la expresion de B-cateninay su t ranslocacion al
nucleo, pero que no pueda unirse al factor transcripcional TCF. Es decir, que E6*l no impida

la translocacion total de 3-catenina al nucleo, sino la interaccion con el complejo TCF/LEF.

Por otro lado, en los ensayos de inmunofluorescencia se observé una evidente modificacion
en la morfologia de las células cuando estaban presentes las proteinas E6 o E6*|, mostrando
que pued en es tar r elacionadas en | a pé rdida de uni ones c élula-célula o de | a pol aridad
celular. Anteriormente se har elacionado a E6 (Kranjec y Banks, 201 1; F acciuto, et al.,
2014) ya EG6*l (Pim, et al., 2009; Storrs y S ilverstein, 20 07) con | a deg radacion de
proteinas que intervienen en uniones celulares y en polaridad celular, por lo que estudios en

los que se evaluen estas caracteristicas podrian ser importantes.

Aun se necesita mucha evidencia que soporte o refute las ideas planteadas. Por tanto, seria
interesante realizar ensayos de m icroarreglos de ex presion y estudios d e protedmica,
transfectando los mismos plasmidos utilizados en este trabajo (p3XFLAG-E6WT, -E6SM y -
E6*l de VPH-18) en distintas lineas celulares, lo que nos dara un panorama mas amplio de

los procesos en los que se encuentren relacionadas estas proteinas.
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El conocimiento de las funciones de las distintas proteinas del VPH ayudara al entendimiento
del a enfermedady al di sefio de estrategias enc aminadasa un mejor diagndsticoy

tratamiento.
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IX. CONCLUSIONES

En células HEK293:

* El v ector p3x FLAG-CMV10 resulta una eficiente h erramienta para | a c lonacion y
expresion de las proteinas E6 y E6*l de VPH-18, que pueden ser identificadas por los
epitopes FLAG.

» La presencia mayoritaria de la proteina E6 en la mutante E6SM conlleva a una mayor

degradacion de p53 que cuando se encuentra E6*| acompafiando a E6 en E6WT.

» La proteina E6 aumenta |los niveles proteicos de ¢ -Jun en ausencia o pr esenciade
EG*I.

* Los niveles de B-catenina son aumentados tanto por E6 como por E6*l, aun cuando

esta ultima no aumenta los niveles de c-Jun.
» Lalocalizacion de B-catenina se ve modificada por la presencia de E6, E6*| o ambas.

« Cuandos e ex presan EG6, E 6"l oa mbas,| am orfologiade | as c élulas c ambia

drasticamente.
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X. PERSPECTIVAS

En este trabajo seria importante determinar el efecto de E6 y E6*| sobre otros blancos de la
via de Wnt como son Ciclina D1, c-Myc y c-Fos, tanto a nivel de proteina por WB, como de
transcrito m ediante ensayosde P CR ent iempor eal. Dichos ex perimentos permitirian
observar si la regulacién de los niveles de c-Jun, a nivel de proteina, es un evento unico o

ligado a la actividad transcripcional de TCF.

Si existe una regulacion sobre los niveles de transcritos y proteinas, mediada por E6 o EG”|
de VPH-18, deberemos mostrar si esta modulacion verdaderamente esta ligada al factor
transcripcional TCF, |o que podria hac erse utilizando un plasmido reportero con sitios de

union a TCF.

Aunque | as i nmunofluorescencias u tilizando m icroscopia de epi fluorescencia nos da n un
acercamiento de la localizacion de [(-catenina en presencia de | as proteinas v irales, es
importante  confirmar estal ocalizacion realizando fraccionamiento ¢ elulare

inmunofluorescencia confocal.

Llevar a c abo ensayos de c o-inmunoprecipitacion, nos ayudaria a elucidar los mecanismos
involucrados en la regulacién de B-catenina, obs ervandosi E6 0 E6 *I son capacesde
interactuar con proteinas involucradas en la degradacién o translocacion de (B-catenina, asi

como en la activacién o represion de TCF.
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XIll. ANEXOS

1. Amortiguadores y medios de cultivo preparados

1.1 Medio rico Luria-Broth o LB (1000 ml)

e Peptona de caseina 10 g
e Extracto de levadura 5 g
e NaCl10g

El medio se hizo disolviendo los distintos componentes en agua destilada y esterilizandolo
durante 20 min a 120 °C y 15 libras de presion.

1.2 Buffer TBS 10X pH 7.6 (1000 ml)

e Tris-base 60.5¢g
e NaCl87.6¢
Disueltos en agua destilada.

1.3 Buffer TBS-T pH 7.6 (1000 ml)

e 1000 ml de buffer TBS 1X

e Tween-20 1 ml

1.4 Buffer de lisis para extraccion de DNA pH 8
e Tris-HCI 10Mm

e EDTAO0.1M

e SDS 0.5%

Disueltos en agua destilada.

1.5 Buffer PBS (200 ml)
e Una pastilla de Buffer salino de fosfatos Sigma®.

Disuelta en agua destilada y esterilizado durante 20 min a 120 °C y 15 libras de presion.
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1.6 Buffer CaCl,-Tris pH 7.5 (50 ml)
e CaCl, 0.55g (100 mM)
e Tris0.078 g (10 mM)

Disuelto en agua destilada.

1.7 Buffer TBE 10 X pH 8 (1000 ml)
e 108 g de Tris-base (1M)

e 55 g de acido borico (0.96 M)

e 8.4gde EDTA (0.01 M)

Disuelto en agua destilada.

1.8 Buffer RIPA 40 mi

e 0.3506 g de NaCl

e 0.0969 g de Tris

e 400 pl de Igepal CA-630

Disuelto en agua destilada.

1.9 Solucién de trabajo para cuantificacion de proteinas
e 100 partes de Ac. Bicinconilico
e 2 partes de Sulfato de Cu Il

1.10 Buffer pH 6.8 para gel concentrador (500 ml)
e 2gdeSDS
e 30.2 gde Tris-base

Disuelto en agua destilada

1.11 Buffer pH 8.8 para gel separador (500 ml)
e 2gdeSDS
e 91 gde Tris-base

Disueltos en agua destilada.
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1.12 Buffer de corrida 5X (500 ml)

e 25gde SDS
e 7.5gde Tris-Base
e 36 g de glicina

Disueltos en agua destilada.

1.13 Buffer de transferencia 1X (1000 ml)

e 3.79 g de Tris-base
e 18 gde glicina
e 250 ml de metanol

Disueltos en agua destilada.

1.14 Buffer de bloqueo

e 5% de leche Svelty® sin grasa
e 2.5% de BSA (Promega®)
Disueltos en amortiguador TBS-T

1.15 Buffer para dilucion de anticuerpos
e 2.5 % de leche Svelty® sin grasa
e 1.25% de BSA

Disueltos en amortiguador TBS-T.

1.16 Solucion de paraformaldehido
o 4% de paraformaldehido
Disuelto en agua destilada, en bafio maria a 60 °C, durante toda la noche.

1.17 Buffer PBS-T (100 ml)

e 90 ml de buffer PBS 1X
e Tween-20 100 pl
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1.18 Solucion de BSA
e 10 % de BSA

Disuelta en amortiguador PBS.

1.19 Buffer de bloqueo para IF
e 3 % de solicion de BSA

e 5 % de suero de cabra

e 0.1 % de Tween-20

Disueltos en amortiguador PBS.

2. Programas y reacciones para retrotranscripcion y PCR

2.1 Reaccion (20 ul) y programa para la retrotranscripcion

Tabla 2.1 S e muestran | os r eactivos y las c antidades nec esarias de c adaunode
estos, para la preparacion de una reaccioén de retrotranscripcion.

REACTIVO CANTIDAD CONCENTRACION FINAL

MgCl, (25 mM) 4 pl 5mM
Amortiguador para PCR 10X 2 ul 1X
Agua MIQ 2 ul -
dGTP 2 ul 1mM
dATP 2 ul 1mM
dTTP 2 ul 1mM
dcTpP 2 ul 1mM
Inhibidor de RNasa 1l 1U/ul
Transcriptasa reversa MulLV 1ul 2.5 U/l
Hexameros aleatorios 1l 2.5 uM
Muestra de RNA - <lug
TOTAL 20 ul -




1 ciclo

15 min
42 oC

Figura 2.1. Programa para la amplificacion de cDNA a partir de RNAm.

Tabla 2.2 Se m uestran | os r eactivos y las c antidades nec esarias de c adaunode

estos, para la preparacion de una reaccién de PCR.

2.2 Reaccion para PCRs (20 pl) y programas para cada amplificado

REACTIVO CANTIDAD CONCENTRACION FINAL
dNTPs (200 mM) 2 ul 20 mM
Amortiguador 10X 2ul 1X
MgCl, (25 mM) 1.6 pl 2 mM
Oligo 5° (50 pM) 0.1l 0.25 pM
Oligo 3" (50 pM) 0.1 pl 0.25 pM
Taq polimerasa gold 0.15 pl 0.037 U/l
DNA - Aprox. 100 ng
Agua Completar -
TOTAL 20 pl
| | |
I 1 ciclo I 30 ciclos I 1 ciclo
| | |
| | |
I 10 min I 40s I
| 94°C | 94 oC 40s | 10 min
] ] 72eC | 72°C
| 40s |
/I I \ 62°C  f T
| | |
| | |
| | | Hold
| | | 4o
| | |

Figura 2.2. Programa para la am plificacion de E6WT, E6SM, E6*] y BAP (control de transfeccion) a p artir de

cDNA.
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3. Reacciones de restriccion y ligacion

3.1. Reaccion de restriccion

Tabla 3.1. Se describen los reactivos y cantidades necesarias p ara
una reaccion de restriccion utilizando dos endonucleasas especificas.

REACTIVOS 1RA RESTRICCION CANTIDAD

Buffer 10X H 2 ul

EcoRI (Invitrogen’) 50 U/l 1l

DNA a digerir 500 ng

Agua Hasta completar 20 pl

REACTIVOS 2DA RESTRICCION CANTIDAD

Bglll (Invitrogen®) 10 50 U/l 1 ul

3.2. Reaccion de ligacion

Tabla 3. 2. Se describen los reactivos y cantidades necesarias p ara
una reaccion de ligacion.

A 0 A DJAYD
Ligasa T, (Invitrogen’) 1 U/pl 1l
Amortiguador 5X 4 ul
Inserto digerido (EBWT, E6SM o E6*I) 3 veces
Plasmido digerido 1vez
Agua Hasta completar 20 pl

En el caso del inserto y el plasmido, se requiere que estos se coloquen en una relacién
3:1 (inserto:plasmido). La cantidad de DNA no se especifica, pero debe < 1 pg total.
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4. Preparacion de geles de poliacrilamida

Tabla 4.1. Reactivos y cantidades para la preparacion de geles de poliacilamida de 0.75 mm. Cada uno de los
reactivos y las cantidades utilizadas para la preparacion de geles separadores del 10 y 15 %, asi como para el
gel concentrador se observan en la tabla.

GEL SEPARADOR

% No. de MIQ Acrilamida Buffer 8.8 PSA 10% TEMED
geles 30% separador
10% 1ml 2.15ml 1.6 ml 1.25ml 15 pl 5 ul
2 ml 3.87 ml 2.88 ml 2.25 ml 30 ul 10 wl
3ml 6.45 ml 4.8 ml 3.8 ml 45 pl 15l
15% 1ml 2.5ml 5 ml 2.8 ml 50 ul 5ul
2ml 5ml 10 ml 5.6 ml 100 pl 10 pl
3 ml 7.5ml 15 ml 8 4 ml 150 pl 15 pl
No. de geles Acrilamida Buffer 6.8 PSA 10% TEMED
30% concentrador
1 1ml 0.25 ml 0.415 ml 7.5ul 2.5 pl
2-3 3ml 0.75 ml 1.245 ml 25 pl 7.5 pl
4-6 6 ml 1.5 ml 2.5ml 50 wl 15 pl

5. Anticuerpos utilizados

Tabla 5.1. Anticuerpos utilizados. Se muestra el anticuerpo, la marca y la concentracion a la que se usé.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo Marca Dilucién Hecho en Ensayo
Anti-Flag Sigma 1:1000 Ratén WB
Anti-p53 Santa Cruz 1:1000 Ratén WB
Anti-B-catenina Millipore 1:1000 Ratén WB
Anti-B-catenina Cell Signaling 1:200 Conejo IF
Anti-c-Jun Millipore 1:1000 Ratén
e R T e SECINDARIDS o —
Anticuerpo Marca Dilucion Hecho en Ensayo
Anti-ratén Roche 1:10 000 Cabra WB
Alexa 594 Alexa Fluor 1:700 Cabra IF

WB. Western blot; IF. Inmunofluorescenia
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6. Procesamiento alternativo del mensajero de E6 de VPH-18

ttt
acg
tat

gat
ctg
aag

CcCCa aca

gcg
ctg

tgt

cgc
tgc
gta

gag
gaa
tgc

<gg
tca
ttg

act
gta

a4C
aca

ttt
gca
aga
act

tta
aaa

gta
agt
aga
aca
a9
Aceptor 416
tg cct

gaa
ccc
aga
gaa

gca
gct
tta
cta

aaa
tgc
tca

a4aC ggg

cCa acCc

gcg gaa gaa
tca
caa

agt

taa
cca
acg

cct

299
cca

aca
TAZ
act

tga

gtg
acg

aaa
cca
cag

acg
ttc
aga

cga
ctg
gaa

ttt
tgt
gac
tta

tcc

Caa

ccg
aThA A

lateded
caa
ctt

gtg
ata
tct
tac

agc

cat
agc

tac
gac
aca

gtg
gat
gtg
aat

aag cta cct
ata gaa ata
gal Donador 233

tat aga
ttt tat
tat gga
tta tta

gac
Lo
gac
ata

Nuevo coddn de paro

aga

agc
acg

aaa act -

tgg gca cta
aca gga acg

Figura 6.1. Sitios de procesamiento alterna-tivo en E6. En color verde se observan los sitios donador y aceptor
de splicing. En gris vemos la parte de E6 que se pierde luego del splicng. Finalmente en rojo se resalté el nuevo

codén de paro generado por el cambio de marco de lectura.

7. Sitio de clonacion multiple del plasmido p3XFLAG-CMV 10

3XFLAG Peptide Sequence
Met*|hsp Tyr Lys Ahsp His Asp Gly Asp Tyr Lys Asp His Asp Ile

ATG GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT GAT TAT AAA GAT CAT GAC ATC

TAC CTG ATG TTT CTG GTA CTG CCA CTA ATA TTT CTA GTA CTG TAG

.R.sp TY! LYS ksp H.EP I\sp !\sp L‘_fﬂ Not | EcoR |1

GAT TAC AAG GAT GAC GAT GAC ARG CTT ocfg ccc GCf{RART TCRp TeG ATA

CTA ATG TTC CTA CTG CTA CTG TTC GAA CGC CGG|CGE_T77A AGf Acc TAT
Hind Il

Bglll EcoRV Kpnl Xbal Bam HI

GAT c76 ATA TCG GTA CfA GTC GAC TET AGA GBA TCC CGG GTG

cra cjpc Tar ace [cAT 66T cac cre aca Tdr ccr Ag ccc cac

Figura 7.1 Sitio multiple de clonacion del plasmido p3XFLAG-CMV 10. En un rectangulo rojo se ha marcado el
sitio de corte para EcoRI. Analizando la secuencia puede observarse que al clonar un fragmento en dicho sitio,

el marco de lectura quedaria recorrido.
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8. Transfeccién con Lipofectamina 2000

5 g de+50ng 5 g de +50ng 5 yg de +50ng 5 g de+50ng S5ul de Sul de S5ul de S5ul de
p3X T BAP p3XE6WT  BAP p3XEG6SM~ BAP p3XE6'l = BAP Lipofectamina Lipofectamina Lipofectamina Lipofectamina
[yzo0ul de OM| [y200pl de oM| [y200pl de OM| |y 200l de OM| [y200pl de OM| [y200pl de oM| |y200pi de OM| |y 200pl de OM|

Incubar 5 mina TA
Mezclaiy 2 Mezclaiy 2 Mezcla1y 2 Mezcla1y 2
p3X+BAP p3XEEWT+BAP p3XE6SM+BAP p3XE6*I+ BAP

VYV

Incubar 25 min a TA

——

Pasar el contenido del tubo a cada placa

700 000 células 700 000 células 700 000 células 700 000 células
HEK293 HEK293 HEK293 HEK293
+ + + +
1 ml EMEM-SBF 1 ml EMEM-SBF 1 ml EMEM-SBF 1 ml EMEM-SBF
+ + + +
mezcla p3X +BAP mezclap3XE6WT+BAP mezcla p3XEGSM +BAP mezcla p3XE6"l + BAP

-

Incubar 5 horas y cambiar el medio por 2 ml de EMEM-SBF

Figura 8.1. Esquema del método de transfeccion utilizado. Cada construccion se cotransfecté con el plasmido
control BAP, utilizando lipofectamina 2000 en medio OptiMem (OM). Una vez todo junto, la mezcla se agrego
cuidadosamente en las placas sembradas un dia antes con las células a transfectar.
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9. Secuenciacion de los fragmentos E6WT, E6SM y E6*l clonados en
p3XFLAG-CMV 10

CCC TAC aaG CTa CCT GAT CIG TGC ACG GAA CTG AAC ACT TCA CIG CAA GAC ATA GAA
AT2 ACC TGTI GTA TAT TGC AAG ACA GTA TTG GaAa CTT ACR GAG GTA TIT GAR TTIT GCA
TTT Aad GAT TTA TTT GIG GIG TAT AGR GAC AGT ATA CCG CAT GCT GCA TGC CAT AAd
TGT ATA GAT TTIT TAT TCT aGA ATT AGR GAA TTA AGAR CAT TAT TCA GAC TCT GTG TAT
GGA GAC ACA TTG GAR Aad CTA ACT AAC ACT GGG TTA TAC AAT TTA TTA ATA AGG TGC
CTG CGG TGC CAG AR2 CCG TTG AAT CCAR GCA Gaa AR COTT AGA CAC CTT AAT GAA AARA
CGA CGA TIT CaC AAC ATA GCT GGG CAC TAT AGA GGC CAG TGC CAT TCG IGC TGC AAC
CGA GCA CGA CAG GRA CGRA CTIC CAR CGR CGC AGA GRA ACAR CAA GTA TARA

CCC TAC aat CTa CCT GAT CIG TGC ACG GAA CTG AAC ACT TCA CIG CAR GAC ATA GAD
AT2 ACC TGI GIA TAT TGC AAG ACA GTA TTG Gaa CTT ACR GAA GTA TIT GAA TIT GCA
TTT AAA GAT TTA TTT GIG GIG TAT AGR GAC AGT ATA CCI CAT GCT GCA TGC CAT AAG
TGT ATA GAT TIT TAT TCT AGA ATT AGR GAA TTA AGA CAT TAT TCA GAC TICT GIG TAT
GGA GAC ACA TTG GAR Aad CTA ACT AAC ACT GGG TTA TAC AAT TTA TTA ATA AGG TGC
CTG CGG TGC CAG AR2 CCG TTG AAT CCG GCA Gaa AR COTT AGA CAC CTT AAT GAA AAR
CGA CGA TTIT CAC ARAC ATA GCT GGG CAT TAT AGA GGC CAG TGC CAT TCG TGC TGC AAC
CGA GCA CGA CAG GRA CGA CTC CAR CGR CGC AGA GRAA ACR CAA GTA TAA

573 GAC TAC 2AA GAC CAT GAC GGT GAT TAT AAA GAT CAT GAC ATC GAT TAC AAG GAT

EEEEEREEEEEE) - TT GCc GCC GCG RAT TCA GCG CGC TIT GAG GAT CCAR ACR CGG CGA
CCC TAC AAG CTA CCT GAT CIG TGC ACG GAA CTG AAC ACT TCA CIG CAA GAC ATA GAA
ATA ACC TGI GTA TAT TGC AAG ACA GTA TTG GAA CTT ACA GAG GIG CCT GCG GIG CCA
GAR ACC GTT GAA TCC AGC AGA AAA ACT TAG

Figura 9.1. Secuencias d e | os fragmentos E6WT, E6 SM y E6*I de VPH-18. En laimagen s e muestran | os
fragmentos que se obtuvieron secuenciado los plasmidos p3XFLA-E6WT, p3XFLAG-E6SM y p3XFLA-E6*l. En
rojo se observa la secuencia correspondiente a los tres epitopes FLAG contenidos en el vector utilizado para la
clonacién y en gris la secuencia génica de interés. Puede verse que el ATG (en amarillo) se encuentra antes de
los epitopes FLAG, y que a la secuencia nucleotidica clonada le ha sido deletado este codén de inicio. En verde
se resalta la mutacion G233A caracteristica de la mutate splice mutant de E6.
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