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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) constituye un serio problema de salud publica, ocupando la
cuarta posicion de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo. La infeccion por el virus de
papiloma humano (VPH) se considera una causa necesaria pero no suficiente para el desarrollo
de CaCU. La participacion de ciertos procesos celulares alterados por las oncoproteinas E6 y
E7 de los VPH-AR (Alto Riesgo) son requeridos para el establecimiento del fenotipo maligno.
La proteina E6 es capaz de interactuar con diversas proteinas tales como factores de
transcripcion, proteinas involucradas en la arquitectura celular y apoptosis, llevandolas a su
degradacion y provocando, en consecuencia, la alteracion de muchos procesos celulares. En
particular, el transcrito del oncogen E6 de los VPH- AR presenta un procesamiento alternativo
(splicing) el cual genera transcritos de menor tamafo denominados E6*. El papel de las
proteinas E6* en el proceso de transformacion aun no se conoce. Asi mismo, una de las vias
afectadas durante el desarrollo del CaCU es la via de sefalizacion Wnt/3-catenina, donde se
ha demostrado que la proteina E6 de VPH-16 aumenta la actividad transcripcional del factor
TCF. El factor transcripcional TCF regula la expresién de genes involucrados con polaridad,
proliferacion y diferenciacién celular cuando la via de Wnt/B-catenina se activa. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar si las proteinas E6 y E6*] de VPH-18, aumentan la actividad de
TCF. El efecto de E6 y E6*| se valoré realizando ensayos de actividad transcripcional mediante
un vector reportero. En células de la linea C33A, se realizaron cotransfecciones de los
plasmidos que contienen las secuencias del gen E6 de VPH-18, la mutante de splicing E6 (VPH-
18), el fragmento E6*| (VPH-18) y el gen E6 de VPH-16 con un plasmido reportero TOPFLASH
que contiene sitios de union a TCF acoplados al gen de luciferasa. Los resultados de actividad
transcripcional, medida por ensayos de luciferasa, mostraron que las proteinas E6 y E6*l de
VPH-18 son capaces de provocar un aumento en la actividad transcripcional del factor TCF.
Esto sugiere que E6 y E6*l pueden ser elementos que contribuyan a la alteracién de la via de

Wnt/B-catenina.



I. INTRODUCCION

1. Epidemiologia del cancer cervicouterino (CaCU)

El cancer cervicouterino (CaCU) representa un problema de salud publica siendo la cuarta
causa de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo. En el 2012, se registraron 528 000
nuevos casos, de los cuales se ha reportado que el 87% se producen en las regiones menos
desarrolladas. Esta neoplasia ocupa la tercera posicion en incidencia a nivel mundial (figura 1)
(GLOBOCAN, 2012). La mayoria de las mujeres que desarrollan CaCU tienen una edad entre
45 a 50 anos (Bosch y de Sanjosé, 2003).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad en el mundo y México por diferentes tipos de cancer para el afio 2012.
En los graficos de pastel se observan en color mostaza las proporciones para los casos con CaCU. En cuadros
rojos se resaltan el nUmero de casos y el porcentaje. Imagen modificada de GLOBOCAN 2012.

En los paises desarrollados, la incidencia y mortalidad disminuyeron de forma significativa en

las ultimas décadas debido al acceso a campanas de prevencion y la deteccidon temprana. Sin
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embargo, en los paises en vias de desarrollo no se ha observado esta tendencia,
particularmente en América Latina, donde se han registrado las mayores tasas mortalidad e
incidencia por CaCU en el mundo (Bosch y de Sanjosé, 2003; Lewis, 2004). En el afio 2000, en
América Latina se estimaron 92,132 casos de cancer de cuello uterino y 37,640 muertes (Lewis,
2004).

En México, en el afio 2012, la incidencia de CaCU fue de 13,960 mujeres al afio de las cuales
murieron alrededor de 4769. Esta enfermedad fue la segunda causa de muerte por cancer entre
las mujeres mexicanas, ocupando un 11.9 % de entre todas las neoplasias femeninas
(GLOBOCAN, 2012) (figura 1). Sin embargo, en nuestro pais, se reporta que existe una
disminucioén en la mortalidad por CaCU, la cual es proporcional al aumento en la aplicacién de

la prueba del Papanicolaou y al menor indice de natalidad (Lazcano-Ponce et al., 2008).

2. Virus del papiloma humano (VPH)

La infeccion persistente por el VPH es la causa necesaria para el desarrollo de CaCU (zur
Hausen, 1996), mas no suficiente, ya que otros factores juegan un papel importante en el
establecimiento del CaCU. Entre estos factores se encuentran el uso prolongado de
anticonceptivos orales, tabaquismo, multiparidad, factores heredables, edad de inicio de vida
sexual, variantes intratipo, entre otros. (Castellsagué y Mufoz, 2003; Giannoudis y Herrington,
2001).

Los virus del papiloma (VP) pertenecen a la familia Papilomaviridae. Estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza e infectan principalmente a mamiferos, y en menor cantidad a
reptiles y aves (Rector y Ranst, 2013). Los VPHSs se clasifican taxondmicamente de acuerdo a
la similitud entre las secuencias del gen que codifica a la proteina estructural de la capside L1,
que es el mas conservado dentro del genoma viral. Los géneros comparten menos del 60% de
homologia, las especies entre el 60-70%, los tipos entre un 71- 89%. Cuando existe un 90-98%
de homologia se reconoce un subtipo, y al encontrar mas de 98% de similitud en las secuencias

se habla de una nueva variante (Burd, 2003). Hasta el momento, se han descrito alrededor de
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170 tipos virales, pero se han identificado otros posibles (Papillomavirus Episteme PaVE

pave.niaid.nih.gov, 2014).

Segun la clasificacién que realizoé Bernard y colaboradores en el 2010, hasta ese afo, se habian
identificado 29 géneros formados por 189 papillomavirus, de los cuales 120 son VPHSs (Bernard
et al.,, 2010). Se consideran de importancia médica aquellos papilomavirus humanos que se
encuentran dentro del género a-papilloma virus, debido a que son los que inducen lesiones en

epitelios genitales tanto mucosos como escamosos (Bernard, 2005).

De acuerdo al potencial oncogénico de los distintos tipos de VPH se han clasificado en: de Bajo
Riesgo (VPH-BR) a los que se asocian con verrugas y displasias benignas y de Alto Riesgo
(VPH-AR) a los que se relacionan con el desarrollo de carcinoma cervical (Verissimo et al.,
2013). Algunos de los tipos virales mas frecuentes que incluyen a los VPHs de Bajo Riesgo son
6,11,42,43 y 44, mientras que son 12 tipos de VPHs los de Alto Riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, y 59 (Doorbar et al., 2012; Bernard et al., 2013).

Los tipos de VPH que se han encontrado con mayor frecuencia en aproximadamente el 70% de
los carcinomas son los tipos 16 y 18 (de San José et al., 2010). EI VPH-16 es el tipo mas
frecuente en tumores que se desarrollan en el epitelio escamoso del ectocérxix. Mientras que
el VPH-18 es el mas frecuente en adenocarcinomas, tumores que se generan en células

glandulares productoras de mucosidad en el endocérvix (Clifford et al., 2003).

2.1 Ciclo de vida del VPH

Para que se lleve a cabo el ciclo de vida del VPH, se necesitan diferentes factores, tales como,
el sitio de infeccidn epitelial y la presencia de hormonas y citocinas (Doorbar, 2012). La infeccion
inicial necesita el acceso e interaccion de particulas virales con las células de la capa basal, por
lo que se requiere de pequenos cortes o abrasiones en el tejido epitelial (Doorbar, 2005). Se ha
planteado que la infeccion por VPH se establece primordialmente en la zona de transformacion,
justo donde se encuentran las células que forman la unién escamoso-columnar, que formaran

finalmente las capas epiteliales estratificadas del cérvix maduro (Figura 2) (Doorbar, 2012).
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La unidn inicial del virus con la célula infectada posiblemente es por medio de la laminina 5
presente en la matriz extracelular (Culp, et al.,, 2006). Asi mismo, estudios in vivo han
demostrado que los VPHs se unen a los proteoglicanos asociados a heparan sulfato (PGHP)
presentes en la superficie de las células de la membrana basal para realizar una infeccion
eficiente (Giroglou et al., 2001; Johnson et al., 2009). Como receptores secundarios se han
sugerido a la integrina a6 y receptores de factores de crecimientos (Doorbar, 2012), los cuales
se asocian con PGHP y con las proteinas estructurales de la capside de VPH: L1 y L2. Tal
asociacion provoca un cambio estructural en la capside del virion, lo que permite el corte y

exposicion del N-terminal de la proteina L2 (Raff et al., 2013).
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Figura 2. Infeccion por VPH. A través de pequenas abrasiones en el tejido epitelial del cérvix, el VPH puede
infectar las células de la capa basal que posteriormente formaran el epitelio estratificado. Las proteinas virales
se expresan secuencialmente con la diferenciacion del epitelio (Imagen modificada de Doorbar et al., 2012).

Después de la union inicial a la superficie celular, se ha propuesto que la capside viral se une
anexina A2 (Woodham et al., 2012) y que la internalizacion del virus (al menos demostrado en
los tipos: 16 y 31) se lleva a cabo por endocitosis independientemente de clatrina, caveolina,
balsas lipidicas, flotilina y dinamina, pero dependiente de la polimerizacién dinamica de actina
(Schelhaas et al., 2012).



Recién infectadas las células basales del epitelio cervical, se distinguen cinco fases durante el
ciclo de vida del VPH: el mantenimiento del genoma, la proliferacion celular, la amplificacion del
genoma, el ensamblaje del virus y su liberacién (Doorbar, 2012) (Figura 2). En la mayoria de
los casos (90%), la infeccidon por VPH es transitoria y suele eliminarse naturalmente por el
sistema inmune del portador (Lizano et al.,, 2009); sin embargo, cuando la infeccion es
persistente, el grado de la neoplasia puede avanzar hasta culminar en un cancer invasor
(Rodriguez et al., 2010).

2.2 Organizacién del genoma del VPH

El VPH es un virus pequenfo, sin envoltura y mide aproximadamente 55 nm de diametro. Esta
conformado por una capside icosahédrica constituida de 72 capsdmeros, de los cuales 60 son

hexameros y 12 son pentameros (Buck et al., 2013) (Figura 3A).

6000 VPH-18 2000

Figura 3. Esquema del genoma del VPH-18. A) Estructura de VPH. Se muestra la particula viral y el genoma
episomal en el interior B) El genoma del VPH se divide en tres regiones: la region larga de control LCR, la
regiéon temprana que contiene a los genes E1-E7 y la regién tardia que contiene a los genes L1y L2.
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El genoma de VPH-18 consiste en un ADN circular de doble cadena con un tamafo de 7857
pares de bases. Para su estudio, se ha dividido en tres regiones: a) Regién larga de control
(LCR): la cual no posee marco de lectura abierta, se encarga de la regulacion de la transcripcion
y replicacion viral, b) Region temprana: que contiene marcos de lectura abierta que codifican
proteinas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) involucradas en la replicacion y mantenimiento de genoma
viral, c) Region tardia: codifica para proteinas (L1 y L2) formadoras de la capside viral (zur
Hausen 1996; Burd, 2003) (Figura 3B).

Proteina L1y L2

L1 y L2 son las proteinas estructurales de la capside de los VPHs (Doorbar et al., 2012). L2
posee alrededor 500 aminoacidos de longitud, lo que corresponde a un peso de 55 kDa; es el
componente minoritario de la capside y desempefia un papel importante en el inicio de la
infeccién al introducir el ADN viral en el nucleo, y asi mismo, en las etapas tardias puede ayudar
en la encapsidacion del genoma viral (Wang y Roden 2013). L1 es la proteina mayoritaria, pesa
alrededor de 57 kDa, se expresa después de L2; la capside viral presenta 60 copias de esta

proteina y alrededor de 12 copias de L2 formando 72 capsdmeros (Buck et al., 2013).

Proteina E1

La proteina E1 es la mas conservada entre los distintos tipos VPHs y la que presenta mayor
longitud, con alrededor de 593-681 aminoacidos y con un peso 67.5 -76.2 kDa dependiendo del
tipo viral (Wilson et al., 2002). E1 es una proteina con actividad helicasa dependiente de ATP
necesaria en la replicacion del ADN viral, se divide en tres regiones: una region amino terminal,
una region espaciadora de longitud variable dependiendo el tipo viral, y una region carboxilo

terminal con actividad ATPasa y helicasa (Bergvall et al., 2013).

Proteina E2

La proteina E2 es nuclear y codifica para una proteina de 52 kDa. Participa en la replicacion y
la regulacién transcripcional de los oncogenes E6 y E7. Presenta tres regiones funcionales: en
el extremo amino terminal se encuentra el dominio de activacion, una region central de bisagra
rica en prolinas, y el extremo carboxilo terminal donde reside su sitio de unién al ADN y de

dimerizacion (Vosa et al., 2012).



Proteina E4

El gen E4 se encuentra dentro del marco abierto de lectura (ORF) de E2 y aunque su marco de
lectura se ubica en la regidn temprana, éste se expresa como un gen tardio debido a que se
encuentra regulado por un promotor que responde a factores de diferenciacién (Wang et al.,
2009). E4 se sintetiza a partir del ARNm E1”E4, resultando una secuencia de aproximadamente
260 pb (pares de bases) con un peso que varia de 10 a 34 kDa dependiendo del tipo viral
(Roger-Gaillard et al., 1992). Esta proteina se expresa durante las etapas tardias del ciclo viral,
acumulandose en células diferenciadas de las capas epiteliales superiores donde provoca la
ruptura de filamentos de queratina del citoplasma, permitiendo la liberacion de viriones
(Doorbar, 2013).

Proteina E5

El gen ES5 presenta una longitud de aproximadamente 250 pb y codifica para una proteina de
83 aminoacidos con un peso menor a 10 kDa (Venuti et al.,, 2011). Es una proteina de
membrana e hidrofébica con bajos niveles de expresion. Cuando se sobre-expresa se ubica
preferentemente en el reticulo endoplasmico, envoltura nuclear, y en el aparato de Golgi
(Conrad et al., 1993). Aunque su potencial transformante es débil, se ha demostrado que E5
inhibe la degradacion de EGFR provocando el incremento de la proliferacién celular (Bouvard
et al., 1994). Esta funcion de E5 esta relacionada con su capacidad de union a la subunidad de
16 kDa de V-ATPasa, lo que resulta en la alteracion de la acidificacion de endosomas vy la
retencion del receptor EGFR (Straight et al., 1995).

Proteina E7

E7 es una proteina pequena de aproximadamente 100 aminoacidos con un peso de 11 a 17
kDa dependiendo del tipo viral (Armstrong y Roman, 1992). Posee en su extremo amino terminal
sitios de fosforilacidbn consenso para la caseina cinasa Il, y en su carboxilo terminal, un dominio

de unién a zinc, el cual utiliza para su dimerizacion (Roman y Munger, 2013).

Las proteinas E7 de VPH-AR, contienen tres dominios conservados CR1, CR2 y CR3 que son
esenciales para su actividad transformante (Todorovic et al., 2012). Un motivo conservado Leu-

X-Cys-X-Glu (LXCXE) en el dominio CR2, es necesario y suficiente para la asociacion de la



proteina E7 con la proteina supresora de tumores pRb (McLaughlin-Durbin y Minger, 2009) Tal
asociacion permite que E7 degrade a pRb via proteosoma, y provoque la entrada inmediata a

la fase de sintesis del ADN y promueva la proliferacién celular (Boyer et al., 1996).

3. La proteina E6

El gen E6 presenta una longitud de 450 a 500 pb y codifica para una proteina de
aproximadamente 150 aminoacidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa, posee dos dedos
de zinc unidos por un interdominio de 36 aminoacidos y se encuentran flanqueados por un
dominio amino terminal hidrofilico y un dominio carboxilo terminal corto, que en el caso de los
tipos de VPHs-AR contienen un motivo de unién a proteinas con dominio PDZ (Thomas et al.,
1999). Los dos dominios dedos de zinc se contraponen entre si simétricamente y junto con el

interdominio forman una hélice que contribuye a su rigidez (Howie et al., 2009).

E6 es uno de los genes que se expresan tempranamente durante el ciclo viral y su capacidad
transformante estd mediada por su interaccion con diferentes proteinas celulares las cuales
median la transcripcidn, la diferenciacién celular, las vias de sefalizacion apoptéticas, las

uniones celulares, la polaridad y el control del ciclo celular (Tungteakkhun y Duerksen, 2008).

3.1. Funciones de la proteina E6

Las proteinas E6 de VPH-AR se unen a la proteina p53 e inducen su degradacion a través de
la via de ubiquitina, por medio de la formacion de un complejo con la proteina celular asociada
a E6 (E6AP) también conocida como ubiquitin ligasa 3 (Narisawa- Saito y Kiyono, 2007) (Figura
4). Independiente de la degradacién de p53, E6 puede inducir la retenciéon de p53 en el
citoplasma, impidiendo que se transloque al nucleo y con ello inhibiendo su funciéon (Mantovani
y Banks, 2001).

El complejo E6/EGAP lleva a la inmortalizacion impidiendo la senescencia por medio de la
degradacion de NFX1-91, que normalmente reprime la transcripcidn de la subunidad catalitica

hTERT de la telomerasa celular (Gewin et al., 2004). Asi mismo, E6 puede afectar a proteinas
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que contienen dominios PDZ provocando la pérdida de la polaridad celular y de uniones

celulares (Mantovani y Banks, 2001).
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Figura 4. Vias de transformacion mediadas por E6. El complejo EG/EGAP genera la degradaciéon de p53,

proteinas con dominio PDZ y NFx1. Imagen tomada de Narisawa- Saito y Kiyono, 2007.

3.2. Procesamiento alternativo de E6

A diferencia de los ARNm (ARN mensajero) monocistronicos que codifican los VPHs-BR, los
VPHs-AR son bicistronicos (Smotkin et al., 1989); el ARNm EG6/E7 de VPH-AR sufre
procesamiento alternativo o splicing que genera transcritos pequefos codificados por el gen de
la oncoproteina E6. Dentro del ORF de E6, hay un sitio donador altamente conservado y la
mayoria, aunque no todos, también tienen un sitio aceptor de splicing conservado ubicado antes
del inicio de E7, esto permite la remocion de un fragmento, dando como resultado un ARNm
denominado E6* (Figura 5) (Pim et al., 2009)

Existe evidencia que en lineas celulares derivadas de tumores de cérvix que presentan los
VPHs 16 y 18, los ARNm que no realizan splicing, codifican a E6 de longitud completa, mientras
que los ARNm que llevan a cabo splicing codifican para E7 y ademas E6* ( Tang et al., 2006).

Cuando se hacen construcciones con el gen completo de E6, después de la transfeccién
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transitoria en células de mamifero, se expresan generalmente altos niveles del ARNm para E6*
(Pim et al, 2009).

Sitio donador Sitio aceptor
de splicing de splicing
HPV-11: GAGATATAT TGTTAATTCGTT _ Bajo Riesgo
Figura 5. Sitios donadores y HPV-16: [GAG]: TATAT TGTTAATTAGET
aceptores de splicing dentro del ::zzs: g:g’ f:m ‘Trg‘l;_l’rz:“rr:-‘- E;
?RF de E6 en los VPH de alto HPV-33; GAG[-TATAT TATTAATTA ;T Alto Riesdo
iesgo. En los cuadros negros se HPV-35: lcaclk TATAT TATTAATTAGET g
indican los sitios donadores y HPV-45: |GAG|: TATAT TGTTAATAACKG
aceptores de splicing. Imagen HPV-68: |GAGI TATAT TATTGATAAGG
tomada y modificada de Pim et al., ::x-;g i 'i:}'ﬁ Igﬁ:::: g

20009.

4. Proteina E6*l

La proteina E6*l es la version de E6 con el carboxilo terminal truncado. E6*l se obtiene como
resultado del procesamiento alternativo del transcrito de E6, dando lugar a un transcrito de
menor tamafo. Segun la posicidon del aceptor de splicing, en VPH-16 los patrones de splicing
permiten la expresion de mas de cuatro especies de E6*, (Ajiro et al., 2012) mientras que por
poseer solo un sitio de splicing el VPH-18, genera sélo una especie de ARNm que expresa E6*I
(Pim et al., 2009).

En la figura 6A se comparan las secuencias aminoacidicas de E6 y E6*| de VPH-18. Se observa
que E6*I comparte 44 aminoacidos con la proteina E6 de longitud completa, antes del primer
sitio donador de splicing, lo que después ocasiona que E6*l posea 13 aminoacidos unicos que
derivan de las secuencias intrénicas de E6 (Pim et al., 2009). A partir de este cambio en el
marco de lectura, se genera un nuevo codon de paro que forma finalmente una proteina de 57
aminoacidos. El polipéptido E6*| conserva s6lo la mitad del motivo de unién a zinc en el extremo

amino terminal y no logra formar ninguno de los dedos de zinc caracteristicos de E6 completo
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(Figura 6B), de tal manera que el motivo de uniéon a dominios PDZ se pierde (Pim et al., 2012).
Hasta la fecha, no se conoce la estructura tridimensional de EG6*l, sin embargo, se ha
demostrado que es capaz de formar oligobmeros y presentar diferentes conformaciones

dependiendo del pH, disponibilidad de zinc y estado redox (Heer et al., 2011)

A

150 aminoacidos de E6

MARFEDPTRR PYKLPDLCTE LNTISLODIEI TCVYCKTIVLE LTEVFEFAFK DLEVVYRDSI
PHAACHKCID FYSRIRELRH YSDSVYGDTL EKLINTGLYN LLIRCLRCQK PLNPAEKLRH
LNEKRRFHENI AGHYRGQCHS CCNRARQERL QRRRINEN

57 aminoacidos de E6"

MARFEDPTRR PYKLPDLCTE LNTSLQDIEI TCVYCKIVLE

Union a
dominio PDZ
S 207 \es 105 \Zn 141
= = - ET Q \'}
8

Dominio N-terminal de E6 r % Dominio C-terminal de E6 "

Figura 6. Secuencia y estructura aminoacidica de E6 y E6*] de VPH-18. A) Secuencia de aminoacidos de
E6 y de E6*l. En amarillo se marcan las cisteinas involucradas en la formacion de los dedos de zinc. En rojo se
sefiala el motivo de unién a dominios PDZ. En verde se muestran los aminoacidos de E6*| generados después
del splicing alternativo de E6. B) Representacion esquematica de E6 con una linea negra delgada, y con una
linea negra gruesa se indican los 43 aminoacidos que comparte E6 con E6*l antes del sitio de splicing. El
polipéptido E6*l no logra formar ninguno de los dos dedos de zinc presentes en E6 completo. Imagen
modificada de Heer et al., 2011.
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4.1. Funciones de E6*l

En un inicio, E6*l estaba asociado a tumores malignos infectados por VPH, por lo que se asumia
que presentaba propiedades oncogénicas (Schneider-Gadicke et al., 1986). Sin embargo, poco
después se supo que la expresiéon de E6* con E6 y E7 no induce la inmortalizacion en
queratinocitos (Sedman et al., 1991).

Posteriormente, Pim y colaboradores (1997) demostraron que la expresion E6*l de VPH-18
tenia un efecto antiproliferativo en células positivas a VPH. Este efecto lo atribuyeron a la
capacidad de E6*l de unirse a E6, asi como a E6AP, lo que causaba una disminucion en la
degradacion de p53. Asi mismo, por medio de analisis mutacional, observaron que la region de
E6*| para unirse a E6 y E6AP es la misma y se compone de 20 aminoacidos, ademas sefalaron
que el efecto antiproliferativo de E6*| es debido a la induccién de la apoptosis de manera
dependiente a p53 (Thomas et al., 1999).

Fillipova y colaboradores encontraron que E6 de VPH-16 se une a procaspasa 8 y acelera su
degradacion, mientras que la union a E6*| a esta procaspasa la estabiliza (Fillipova et al., 2007).
Recientemente, se demostro que las proteinas E6 y E6*| de distintos tipos de VPH son capaces
de interactuar con procaspasa 8 mediante el DED (Dominio efector de muerte), y a su vez la

activan e inducen su translocacién al nucleo (Manzo et al., 2014).

En otro estudio, realizado en el 2009, demuestran que E6*I de VPH-18 interviene en la
estabilidad de proteinas con dominio PDZ, tales como Akt, DIg, MAGI-1, MAGI-2 y Scribble.
Observaron que en presencia de E6*l se reducen los niveles de expresioén Akt, Dlg, y Scribble
en ausencia de E6 de longitud completa. La disminucion en la expresion de Akt y Dlg, no
requiere una interaccion directa con E6*l, por lo que atribuyeron este efecto a proteinas

relacionadas con su regulacion (Pim et al., 2009).

Recientemente, se demostré que la sobre expresion de E6*l de VPH-16 conduce a la inhibicidon
del crecimiento tumoral en un modelo murino, lo cual sugiere que puede actuar como un anti-

oncogen in vivo (Fillipova et al., 2014).
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Pocos son los estudios que se han realizado para conocer las funciones de E6*l, y de ellos no
se ha definido como una proteina oncogénica o supresora de tumores. Es por ello, que es

necesario esclarecer el papel que lleva a cabo en el desarrollo del CaCU.

5. Via de senalizacion Wnt

La via de Wnt, tiene una participacion fundamental durante el desarrollo, asi como, la
diferenciacion, proliferacion, adhesion y polaridad celular (Logan y Nusse, 2004). El termino Wnt
es un acrénimo derivado del gen wingless (wg) responsable de la polaridad segmentaria en
Drosophila melanogaster y del gen Int-1 de ratdén, que estimula la aparicion de tumores de
mama cuando se activa por la integracién del virus MMTV (Nusse et al., 1991). Actualmente, se
conocen tres vias que son activadas después del acoplamiento de ligandos Wnt a sus
receptores: la via candnica de Wnt/ B-catenina, y dos vias no candnicas que no dependen de

B-catenina: la via de Wnt/Ca*?y la via de polaridad celular planar.

La via de Wnt/Ca*2 conduce a la liberacion de iones calcio para activar a las enzimas fosfolipasa
C (PLC), proteina cinasa C (PKC), y calmodulina dependiente de Ca*? (CAMKII). Esta via regula
principalmente la adhesion y motilidad celular (Antara De, 2011; Huelsken y Juergen, 2002). La
via de polaridad celular interviene en la reorganizacién del citoesqueleto para establecer la
polaridad celular. Esta via es requerida durante el cierre del tubo neural y la extension de la

coclea del oido interno (Qian et al., 2007).

En el genoma humano, han sido identificados 11 receptores de la familia Frizzled (Fzd), que
incluye a Fzd1-Fzd10 y smo, asi como, a 2 coreceptores LRP 5 y 6. Para estos receptores, se
han descrito 19 ligandos Wnt, de los cuales los ligandos Wnt 1, 2, 3, 3a, 7a, 8, y 10b activan la
via candnica, mientras que la activacioén de las vias no candnicas es mediada por los ligandos

Wnt 4, 5a, y 11 (http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/).

Los genes Wnt codifican para un grupo altamente conservado de glicoproteinas ricas en

cisteina; su insolubilidad se debe a que estas proteinas se encuentran palmitoiladas (Willert et
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al., 2003). Las proteinas Wnt, secretadas al medio extracelular actuan como ligandos que se
unen a receptores membranales de la familia Frizzled (Fzd), de siete dominios
transmembranales y a su correceptor LRP5/6. Los ligandos Wnt y los receptores Frizzled tienen

diferentes efectos dependiendo de la combinacién y cantidad.

5.1. Via candénica de Wnt/B-catenina

a) Viainactiva:
En ausencia del ligando Wnt, la proteina B-catenina citoplasmatica es degradada por un
complejo multiprotéico funcional conformado por la proteina de andamiaje Axina, CK1a
(caseina cinasa 1a), GSK3[ (glucdégeno sintasa cinasa 3), y APC (poliposis coli adenomatosa).
El extremo amino terminal de B-catenina es fosforilado por la enzima CK1a en la Ser45, lo que
a su vez permite la fosforilacién de GSK3pB en las Ser33, Ser37 y Thr41 (Liu et al., 2002). Por
su parte, APC incrementa la afinidad del complejo de degradacion hacia (-catenina (Xing et al.,
2004). Las fosforilaciones del amino terminal de B-catenina, generan que YAP/TAZ reclute a 3-
TrCP (Beta Transducina) para provocar la ubiquitinizacion de B-catenina y su posterior
degradacion via proteosoma (Azzolin et al., 2014; Aberle et al., 1997). La supresion de los
niveles de B-catenina, permite que en el nucleo, la proteina Groucho se acople libremente al
complejo transcripcional TCF/LEF, evitando la actividad transcripcional (Fisher y Caudy, 1998)
(Figura 7A). Los inhibidores extracelulares de la via de Wnt actian en la membrana celular
evitando las interacciones ligando-receptor. Se clasifican en dos grupos funcionales: el primero
incluye la familia de proteinas secretadas relacionadas con Frizzled (SFRP1-5) y a las proteinas
que se unen directamente a los ligandos Wnt como son: el factor inhibidor 1 de Wnt (WIF-1) y
la proteina cerberus (CER1). El segundo grupo incluye la familia DKK, que son proteinas que

inhiben la senalizacidén uniéndose a los receptores LRP5/6 (He et al., 2005).

b) Via activa:
La via de senalizacion candnica se activa cuando el ligando Wnt se une al complejo de
receptores Fzd y LRP5/6, lo que provoca la hiperfosforilacion de la proteina intracelular
Dishevelled (Dvl), y promueve su interaccion con Frizzled (Figura 7B). EI complejo Dvl/Fzd, se

cree que facilitan la fosforilacion de la regidn intracelular de LRP6 por CK1a y GSK3p
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(MacDonald et al., 2009) Como consecuencia, este complejo recluta la proteina de andamiaje
Axina, lo que permite la disociacion del complejo de degradacién y la liberacion de 3-catenina.
Tal proceso, resulta en la acumulacién en el citoplasma y la translocacion de B-catenina al
nucleo. La union de B-catenina con FOXM1 promueve su translocacion al nucleo (Gong et al.,
2012), donde B-catenina se une a miembros de la familia de TCF/LEF. El complejo TCF/ 3-
catenina modifica la asociacion de TCF con los corepresores tales como Groucho/TLE (Daniels
y Weis, 2005), permitiendo su interaccién con coactivadores como CREPT, FHL2, CBP/p300
(Zhang et al., 2014; Labalette et al., 2004) y remodeladores de la cromatina como Brg-1(Barker
et al., 2001). Este evento permite que se promueva la transcripcion de genes relacionados con
polaridad celular, diferenciacion y proliferacion, tales como, c-jun, c-myc, Cyclin D, Axin-2, Tcf-

1y B-catenina (http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html).
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Figura 7. Esquematizacién de la via de Wnt /B-catenina. A) La via esta inactiva cuando el ligando Wnt no
se encuentra unido al receptor Frizzled lo que conlleva a la degradacion de 3- catenina via proteosoma. B) La
via se activa una vez que el ligando Wnt dimeriza con Frizzled lo que provoca la estabilizacion de - catenina
y su translocacién al nucleo (Imagen modificada de Muiioz-Bello et al., 2015)
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5.2 Via de Wnt/B-catenina en Cancer

Las mutaciones que promueven la activacion constitutiva de la via de sefializacion Wnt,
conducen al desarrollo de neoplasias humanas. Generalmente, en cancer, las alteraciones de
las diferentes moléculas involucradas en la via de Wnt provocan la inapropiada estabilizacion y
acumulacion de B-catenina, asi como el aumento de la expresion génica mediada por TCF
(Sominski et al., 2014).

Por ejemplo, la mayoria de los casos con cancer de colon presentan mutaciones que provocan
la perdida de funcién del gen APC (Luo et al., 2007). Sin embargo, en un estudio donde se
analizaron tumores colorrectales que carecen de las mutaciones en APC, la probabilidad de
encontrar una mutacion en el gen de B-catenina (CTNNB1) aumentd considerablemente
(Sparks et al., 1998). Por otro lado, las mutaciones que producen la perdida de funcién en el
gen Axina se han visto relacionadas con carcinoma de células escamosas de colon,
meduloblastoma y carcinoma hepatocelular (Ochoa- Hernandez et al., 2012). La alteracién de
esta via en cancer de mama es principalmente debido a la sobre-expresion de los ligandos Wnt
y receptores Fzd (Howe y Brown 2004). Asi mismo, la expresién aberrante de los ligandos Wnt
se ha visto implicado en otros tipos de cancer como leucemia, gastrico, pulmoén (Ge y Wang,
2010; White et al., 2012; Nakashima et al., 2012) y recientemente en CaCU (Lin et al., 2014,
Ramos-Solano et al., 2015). En el caso de CaCU, se conoce poco acerca de la via de Wnt
canonica, no obstante, recientemente se han descrito diferentes alteraciones que participan en

el establecimiento de la carcinogénesis cervical.
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Il. ANTECEDENTES

1. Alteracion de la via de Wnt/B-catenina en canceres asociados a VPH

En biopsias de pacientes con CaCU, se ha observado que la acumulacién de -catenina en el
citoplasma y nucleo se relaciona con la progresion tumoral (Uren et al., 2005; Shinohara et al.,
2001). Por medio de analisis de perfiles de expresidén a partir de biopsias de CaCU, Perez-
Plasencia y colaboradores (2007) identificaron la sobre-expresion de genes que mantienen la
regulacion de la via como son JUN, MYC, FZD2, RAC1, GSK343, Dvl-1 y CTNNB1 (Perez-
Plasencia et al., 2007).

Existe evidencia de una posible relacion entre la expresidn de las oncoproteinas de VPH-AR y
la alteracion en la via candnica de Wnt. En diferentes estudios, se han observado que los
oncogenes se pueden unir y alterar las funciones de proteinas involucradas en esta via.
Especificamente, se demostré que la represién de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 en
células de carcinoma de orofaringe, reduce los niveles de B-catenina nuclear, asi mismo, la
actividad transcripcional de TCF se reduce al silenciar dichas oncoproteinas (Rampias et al.,
2010).

En un modelo murino con ratones transgénicos, se encontré que la activacion de la via de Wnt
puede ser inducida por E6 de VPH-16 (Bonilla et al., 2012). Un posible mecanismo por el cual
E6 pudiera activar esta via, es por sus efectos en proteinas con dominios PDZ, como Dlig1 y
Scribble, que participan en las adhesiones celulares y se asocian con APC en una region
necesaria para su actividad como supresor de tumores (Bonilla et al., 2012). Por otro lado, se
observo que E6 del VPH-16 aumenta significativamente la actividad de TCF, dependiente de la
participacion de E6AP y del proteosoma pero independiente de la acumulacién nuclear de B-
catenina y de su unién a proteinas con dominios PDZ (Litchtig, et al., 2010).Recientemente,
Sominski y colaboradores (2014) demostraron que EGAP estabiliza a E6 en células activadas
por Wnt y mejora el incremento de la actividad transcripcional de TCF, independientemente de
su actividad catalitica de ubiquitin ligasa (Sominski et al., 2014).
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lll. JUSTIFICACION

Una de las vias afectadas en CaCU es la via de sefalizaciéon Wnt/B-catenina, donde se ha
demostrado la participacién de la proteina E6 de VPH-16 en el aumento de la actividad
transcripcional de TCF. Ya que hasta el momento se desconocen los efectos de las proteinas
E6 y E6*l de VPH-18 sobre la modulacion de la actividad de TCF y debido a que el VPH-18 es
el segundo lugar mas frecuentemente asociado a CaCU, es relevante evaluar los efectos

involucrados en este proceso.
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IV.HIPOTESIS

Las proteinas E6 y E6*I de VPH-18 pueden aumentar la actividad transcripcional de TCF de la
via de senalizacion de Wnt/B-catenina en células C33A.

V.OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de E6 y E6*l del VPH-18 en la actividad transcripcional de TCF de la via

sefalizacion Wnt/B-catenina en células C33A

Objetivos particulares

e Construir un plasmido con la secuencia de E6 de VPH-16 como control.

e Evaluar la expresion de los transcritos de E6, E6SM y E6*| de VPH-18 ademas de E6
de VPH-16.

e Evaluar la expresion de las proteinas de E6, E6SM y E6*| de VPH-18 ademas de E6
de VPH-16.

e Establecer el efecto de E6 y E6*| de VPH-18 sobre la actividad transcripcional de
TCF.

20



VI.MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo Celular

En este trabajo se utilizaron las células C33A, que son de origen epitelial derivadas de biopsias
de carcinoma cervical y no presentan secuencias gendémicas de VPH. Como controles positivos
se usaron ceélulas CaSki (carcinoma cervical positiva para VPH-16) y HelLa (carcinoma cervical
positiva para VPH-18). Las células CaSki contienen en su genoma de 60 a 600 copias de VPH-
16. Las células Hela, presentan en su genoma de 10 a 50 copias de VPH-18. Estas lineas
celulares, se crecieron en medio de cultivo DMEM-F12 (Gibco®), suplementado con 10 % de
suero bovino fetal (SBF) de Gibco ® a una temperatura de 37 °C al 5 % de CO-.

2. Plasmidos

Los plasmidos utilizados de E618, E6SM (18) y E6*I (18) fueron construidos previamente en el

laboratorio (Olmedo Nieva, 2015). Estos plasmidos fueron clonados en el vector p3XFLAG-
CMV-10 (anexo 7).

3. Diseio de Oligonucleétidos

Se buscd la secuencia del gen que codifica a la proteina E6 de VPH-16 en la base de datos de
NCBI ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) y se llevo a cabo el disefio de oligonucledtidos especificos

para su amplificacion (anexo 6). Para tal disefio se consideraron las siguientes caracteristicas:

» Tamano de los oligonucledtidos: Entre 18 y 30 nucledtidos cada uno.

» Contenido en G+C: Entre un 40 a 60 %.

» Temperatura de fusién (Tm): De 50 a 65 °C y menos de 5 °C de diferencia entre ambos
oligonucleatidos.

» Secuencias complementarias. Evitar autocomplementaridad entre oligonucleétidos y la

formacion de dimeros.
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» 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 ADN genémico

Para purificar el ADN de las células se utilizé el kit DNeasy Blood & Tissue Kit de Quiagen. Se
realizo el procedimiento indicado por el fabricante: se afiadié 20 ul de proteinasa K y 200 pl de
buffer AL a la muestra, se mezcloé por vortex y se incubo a 70 °C por 10 minutos. Posteriormente,
se agrego 200 pl de etanol al 100 % y se mezcld por vortex. Se transfirié la mezcla dentro de
una columna con un tubo colector de 2 ml. Después se centrifugo a 8 000 rpm durante un
minuto, se descartd el sobrenadante y el tubo colector. Se movio la columna a un nuevo tubo
colector y se adiciond 500 pl de Buffer AW1, se centrifugo por 3 minutos a 10 000 rpm y se
descart6 el sobrenadante. Nuevamente, se movio la columna a otro tubo colector y se adiciono
500 pl de Buffer AW2, se centrifugd durante 5 minutos a 13 000 rpm, y se descartd el
sobrenadante. Por ultimo, se movi6 la columna a un tubo de 1.5 ml, y se agrego6 200 buffer AE
directamente a la membrana de la columna. Finalmente, para obtener la elucion que contenia
el plasmido extraido, se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugo el tubo

durante 5 minutos a 10 000 para cuantificar.

5. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total de las células trasfectadas se utilizé el kit RNeasy de Quiagen.
Se siguio el siguiente procedimiento para la extraccion: al boton celular se le agregaron 350 pl
de buffer RLT para resuspenderlo. Después, se lisaron las células, resuspendiendo 15 veces el
buffer con una jeringa de 1 ml. Posteriormente, se agregaron 350 ul de etanol al 70 %, se mezcld
y se cargaron los 700 ul en una columna del kit. La columna se centrifugé durante 15 segundos
a 10 000 rpm y el sobrenadante se descartdé. Se adicionaron 500 pl de buffer RPE, y se
centrifugd 15 segundos a 10 000 rpm. Nuevamente se agregaron 500 ul de RPE y se centrifugd
durante dos minutos. Luego la columna se centrifugé un minuto para retirar todos los restos.

Finalmente se agregaron entre 30-70 pl de agua libre de ARNsas para la elucion.
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6. RT-PCR

La sintesis del ADN complementario (ADNc) se realizd mediante retrotranscripcion. Al ARN
extraido se tratd con el kit DNA-free Ambion®, el cual excluye el ADN empleando una DNAsa.
Para ello se adicionaron 0.1 volumenes del buffer 10X, con un 1 pl de la enzima para 10 pl de
reaccion y se incuba la mezcla a 37°C por 30 minutos. Pasado el tiempo se anadié 0.1
volumenes del inactivador de DNAsa y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente. Por
ultimo, se centrifugd a 12000 rpm durante 1.5 minutos y se rescaté el sobrenadante. Obtenido
el ARN libre de ADN, se llevaron a cabo las reacciones de retrotranscripcion, empleando el kit
SuperScript™ Reverse Transcriptase. Las cantidades y el programa para la amplificacion del

ADNCc se indican en el anexo 2.

7. Clonacién del fragmento de E6 de VPH-16

Al tener el fragmento puro de E6 de VPH-16 se procedié a hacer las restricciones y ligaciones
para la construccion del plasmido p3X-E616, el cual fue transformado en bacterias DH5a de
Escherichia coli. Dichas bacterias, presentan una mutacion en el gen recA1 provocando una
reduccion en la recombinacion homologa y una mutacion en el gen endA1 que inactiva a las

endonucleasas que degradan a los plasmidos en distintos métodos de purificacion.

¢ Restricciones enzimaticas
Para la primera restriccion enzimatica, se juntaron todos los reactivos con las cantidades
indicadas en el anexo 3.1. Tal mezcla se incubé a 37°C durante una hora. Pasado ese tiempo,
para la segunda restriccidn se agregaron los reactivos y se repitié la incubacién en las mismas

condiciones.
e Ligacion

Teniendo dirigidos al plasmido y al fragmento, ambos fueron ligados empleando los reactivos

para la ligacion indicados en el anexo 3.2 y la mezcla se incubd a 37°C durante una hora.
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e Células competentes
Para realizar la transformacion, fue necesario generar bacterias competentes con CaCl..
(anexo 1.7).Se inoculé medio LB (anexo 1.1) con una azada de bacterias de DH5a y se incubd
toda la noche a 37°C. Después, en 50 ml de medio LB se inocularon 500 ul con bacterias DH5a,
y cuando el cultivo llegé a una densidad éptica DO (a 600 nm) de aproximadamente 0.4, las
bacterias se colocaron en hielo durante 15 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 2500
rom durante 10 minutos y el sobrenadante se descarté. El boton de células se resuspendi6 en
25 ml de CaClz y se incubaron 30 minutos en hielo. La mezcla se centrifugé a 2500 rpm por 10
minutos. El sobrenadante fue descartado y la pastilla se resuspendié en 3.3 ml de CaClz. Las

bacterias competentes se mantuvieron toda la noche a 4°C.

e Transformacién
Una vez listos tanto el plasmido a clonar como las bacterias competentes, se realizo la
transformacion del ADN en las bacterias. Para ello, se siguieron las instrucciones del siguiente
protocolo: se agregaron 100 ng del plasmido construido, asi como del plasmido vacio en tubos
diferentes colocados en hielo. Posteriormente, se afadieron 200 ul de las bacterias
competentes a cada uno de los tubos con ADN plasmidico y las mezclas se incubaron 30
minutos en hielo. Pasado el tiempo, se dio un choque térmico colocando los tubos durante dos
minutos a 42 °C, e inmediatamente se pasaron nuevamente en hielo. Después, a los tubos se
les agregd 800 pl de medio LB estéril, y se incubaron una hora a 37 °C con agitacion constante
a 300 rpm. Finalmente, pasado el tiempo de incubacion, se sembr6 100 pl de cada uno de los
tubos en una placa de LB-agar (anexo 1.2) con ampicilina (Gold biotechnology ®) y se

incubaron las placas toda la noche a 37 °C.

8. Extraccion de ADN plasmidico.

El ADN plasmidico fue extraido, usando el kit PureLink® Quick Plasmid DNA Miniprep de
Invitrogen®. El protocolo utilizado fue el siguiente: el botdn de células obtenida de un cultivo
bacteriano de 5 ml, fue resuspendida en 250 pl del amortiguador de resuspension R3 (contiene
la ADNasa A). Posteriormente, se le adicionaron 250 ul de lisis L7 y 350 yl de amortiguador de

precipitacion N4 y se centrifugé a 12 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido
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fue transferido a una columna y se centrifugd a 12 000 rpm durante un minuto. El sobrenadante
se descarto, y se procedid al lavado del ADN con 700 ul de amortiguador W9, centrifugando de
nuevo a 12 000 rpm por minuto y descartando el sobrenadante. Después, solo se centrifugo la
columna durante un minuto sin adicionarle ningun buffer. La columna se transfiri6 a un tubo y
se agregaron 30 ul de -amortiguador de elusion TE en el centro de la membrana. Finalmente,
se centrifugd durante dos minutos, y el sobrenadante que contenia el plasmido extraido fue

cuantificado.

9. Electroforesis

La electroforesis se llevd a cabo posterior a todas las restricciones enzimaticas vy
amplificaciones por PCR; las muestras fueron corridas en un gel de agarosa al 1% en TBE 1x
(anexo 1.4). Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific®) y el
colorante Gel Red (Biotium ®) para todas las muestras. Para el corrimiento de cada gel, se us6
un voltaje que variéo entre 70 a 100 volts. El revelado de los resultados se observé por

fluorescencia del colorante en la luz ultravioleta.

10. Transfeccion en células C33A

e Para expresion de transcritos y proteinas
Se sembraron 1x108 células C33A en placas p60 con 2 ml de medio D-MEM/F-12 al 10 % SBF
y se incubaron 24 horas a 37°C y 5 % de CO.. Al dia siguiente, cuando las células presentaban
una confluencia de aproximadamente 60%, se les cambié el medio con 2 ml de D-MEM/F-12.
En un tubo eppendorf, se colocaron 1.5 ml de OptiMEM® para mezclarlos con 45 ul de
lipofectamina y se dejo incubando mientras se preparaban las mezclas para la transfeccién. En
tubos ependorff se colocaron 5 ug de ADN de cada plasmido con 200 pl de Optimem, se
mezclaron y se dejaron incubando durante 5 minutos. A estos tubos se les afiadi6 200 pl de la
mezcla de OptiMEM con lipofectamina 2000, y se dejaron incubando a temperatura ambiente
por 25 minutos. Luego todo el contenido de cada tubo, se colocé por goteo en diferentes placas,

las cuales se incubaron a 37 °C y 5 % de CO2 durante cinco horas. Pasado el tiempo, se les
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cambié el medio por 2 ml de D-MEM/F12 con 10% de SBF y se incubaron hasta completar las

24 horas posteriores a la transfeccion.

e Para ensayos de luciferasa
Se sembraron 45x103 células C33A en placas de 24 pozos con 500 yl de medio DMEMF12
(Gibco®) al 10 % SBF. Las células fueron incubadas durante 24 horas a 37°C y 5 % de COz2
hasta que alcanzaran 60% de confluencia. Pasado este tiempo, para cada caja de 24 pozos se
tomaron 3 ml de OptiIMEM® para mezclarlos con 30 ul de lipofectamina y se dejé incubando
mientras se preparan las mezclas para transfeccién de cada pozo. En tubos ependorff de 1.5
ml se colocaron 100 ul de Optimem, 50 o 100 ng de ADN de cada plasmido, 50 ng del vector
reportero TOPFLASH y 5 ng de B-galactosidasa. Debido a que cada ensayo de transfeccion se
realizé por cuadruplicado, se hicieron calculos para transfectar 5 pozos, de esta forma se obtuvo
un exceso para compensar cualquier pérdida de volumen. Una vez hecha la mezcla, se tomaron
500 pl del medio OptiMEM con lipofectamina y se agregaron a cada una de las muestras y se

incubaron durante 25 minutos para que se formaran los complejos lipidicos con el ADN.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se aspird el medio de cada pozo y se resuspendié la
mezcla suavemente para adicionar 200 pl de esta a cada uno de los pozos correspondientes.
Se agrego a todos los pozos 100 yl de medio D-MEM/F12 al 10% de SBF. Las placas se
inclinaron hacia los lados para que la mezcla se distribuyera de forma uniforme en todos los
pozos. Después, se dejé incubando por 5 horas para cambiar el medio. A las 24 horas,
nuevamente se cambio el medio. A las 48 horas posteriores a la transfeccion, se quitd el medio
y se agregaron 50 pl de buffer de lisis (anexo 1.14) a todos los pozos y se almacenaron las

placas a -70 °C.

11. Extraccién de proteinas totales y Western Blot de E6 y E6*I

Para evaluar la expresion de las proteinas se realizaron ensayos de Western Blot. Después de
las 24 horas posteriores a la transfeccion, las células fueron lavadas dos veces con 2 ml de
PBS (anexo 1.6). Para la obtencién de proteinas totales, las cajas con las células en monocapa

se colocaron sobre hielo y a cada pozo se afiadieron 300 pl de RIPA (anexo 1.8) con 10 % de
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inhibidores de proteasas, se frotdé con un raspador de células cada placa y su contenido se
transfirié a tubos eppendorf de 1.5 ml. Los lisados celulares se pasaron 15 veces por jeringa de

insulina y se almacenaron a -70 hasta su cuantificacion.

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método de acido bicinconinico, en el cual la
union entre Cu?* y los grupos NH presentes en las proteinas resulta en una coloracion purpura
que se correlaciona con la concentraciones presentes en cada muestra (Smith et al., 1985). En
una placa de 96 pozos, se llevo a cabo la curva estandar de albumina a la par de las muestras.
Para las proteinas, se tomoé 2 pl de cada extracto proteico y se agrego 13 ul de RIPA. Después,
se anadieron 300 pl de la solucion de trabajo de acido con sulfato de cobre a todos los pozos,
se incub6 por 30 minutos a 37°C y se esperd a que la reaccidén colorimétrica se definiera.

Finalmente, se leyd en un lector de Elisa con una DO a 570 nm.

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 12% (anexo 4). Se cargaron 4 pl
del marcador de peso molecular (Thermoscientific ®) y 40 ug de las proteinas. Las muestras se
corrieron con buffer de corrida al 1x a un voltaje de 100 Volts. Después, se realizo la
transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa en una camara humeda a 200

mA durante 40 minutos.

Posteriormente, se bloquearon los sitios no especificos de la membrana con buffer de bloqueo
(anexo 1.13) durante una hora. Pasado el tiempo, la membrana se lavé con TBS-Tween (anexo
1.5) durante 10 minutos. Para detectar a las proteinas, la membrana se incub6 24 horas a 4°C
con los anticuerpos primarios especificos para cada proteina (anexo 5). Al dia siguiente, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS- Tween. Los anticuerpos secundarios se incubaron
por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Por ultimo, se realizaron 3 lavados de 10

minutos.

Para la deteccion de las proteinas de interés, se empled una reaccion de quimioluminiscencia
(Millipore immobilon ™). Tal sistema utiliza luminol, compuesto que se oxida en presencia del
anticuerpo secundario que se encuentra conjugado con peroxidasa. La emision de luz se genera

cuando reacciona con el perdxido de hidrogeno. La solucién de trabajo se preparé mezclando
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cantidades iguales tanto de luminol como de peroxidasa. Con dicha mezcla, se bafd la
membrana previamente incubada con el anticuerpo secundario, y se incubd durante 1 minuto y

la emision de luz se detectd, exponiendo la membrana a placas de rayos X.

12. Ensayos de luciferasa

Para medir la actividad transcripcional de TCF en presencia de E6 y E6*], se realizaron ensayos
de luciferasa en células C33A transfectadas con el plasmido que contiene el gen reportero
luciferasa dependiente de TCF, TOPFLASH, el cual posee tres copias de sitios de unién a TCF
rio arriba del promotor TK (Thymidine Kinase) (anexo 11). El gen luciferasa codifica para una
enzima que cataliza la produccion de luz en organismos biolumiscentes, como la luciérnaga
Photinus pyralis (DeWet et al., 1987). La enzima de esta luciérnaga requiere ATP, CO2 y
luciferina como sustrato. La primera reaccién es la formacion de un adenilato de luciferilo unido
a la enzima. En la segunda reaccion el complejo adenilato de luciferilo sufre una
descarboxilacion oxidativa que da como resultado la produccion de COz, oxiluciferina, AMP y
luz. Si se anade un exceso del sustrato, la cantidad de luz producida es proporcional a la

cantidad de luciferasa (DeLuca y McElroy, 1984).

Para la normalizacion de la variabilidad en la actividad transcripcional del gen reportero, se
utiliza como control interno a B-galactosidasa (B-gal) (Alam y Cook, 1990). En este trabajo se
empled el plasmido pCMV3, que contiene al gen LacZ el cual esta bajo el control del promotor
de CMV, y es capaz de expresar la enzima [3-gal de E.coli en células de mamiferos (MacGregor
y Caskey, 1989).

Para llevar a cabo las lecturas de las células transfectadas, se sacaron las cajas de 24 pozos
que anteriormente habian sido almacenadas a -70 y se descongelaron en hielo durante 15
minutos. Después, se raspd cada pozo y se transfirieron 30ul de los lisados a tubos de
lumindbmetro. Se ajustd el lumindémetro para leer durante 20 segundos e inyectar el mismo
volumen de luciferina que de lisado. Se agregd 100 ul de buffer de reaccién para luciferasa
(anexo 1.15), se agité suavemente y se introdujo el tubo al lector del luminébmetro para obtener

los valores de luminiscencia. Para la lectura de -gal, se sacaron los tubos del luminédmetro y
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se les agreg6 100 pl de buffer de reaccion (anexo 1.16) y se incubaron por una hora en
obscuridad. Pasado el tiempo, se ajusto el lumindémetro para leer durante 5 segundos, se agrego
100 pl de la solucién aceleradora (anexo 1.17) al tubo, se agitdé y se volvidé a introducir al

lumindmetro para obtener la lectura de (3-gal.

13. Analisis estadistico

Para cada uno de los ensayos de luciferasa con 50 ng y 100 ng de los plasmidos (p3XFLAG,
E618, E6SM (18), E6*I (18) y E616), los datos de actividad enzimatica de luciferasa problema
con los valores de B-galactosidasa se tabularon y graficaron. El cociente de ambas actividades
provocé un ajuste de los valores de luciferasa problema con respecto a los de p-galactosidasa,
eliminando el factor de variabilidad. La divergencia que existié en estos valores, se debié a la
variabilidad de la técnica por la eficiencia de transfeccion. Dado el cociente entre ambas
actividades, la actividad transcripcional se expresd en unidades relativas de luz (URL).
Posteriormente, se obtuvo un promedio de los cocientes para cada categoria (p3XFLAG, E618,
E6SM (18), E6*l (18) y E616) y su respectiva desviacidon estandar. Los promedios y desviacién
estandar de cada grupo se representaron luego por una grafica de barras. Finalmente, se
obtuvieron las veces de incremento de actividad de cada plasmido problema con respecto a la
actividad de vector vacio p3XFLAG y se representaron en una grafica de barras con su
respectiva desviacion estandar. Con una prueba t para medias de dos muestras relacionadas
utilizando el programa GraphPad Prism 5 se consideraron valores de p<0.05 como diferencias

estadisticamente significativas.
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VII. RESULTADOS

La clonacion del gen E6 de VPH-16 fue exitosa

Con la secuencia codificante de E6 de VPH-16 obtenida del compendio HPV Sequence

Database (http://pave.niaid.nih.gov/lanl-archives/HPVcompintro4.html), se disefiaron
oligonucledtidos especificos para su amplificacion. Para insertar el fragmento en el vector
p3XFLAG-CMV-10, se escogieron los sitios de corte EcoRI y Bglll, presentes en el sitio de
multiclonacion del plasmido (anexo 8). Como la secuencia a clonar no tenia dichos sitios de

corte, fue necesario agregarlos al inicio y al final de los oligonucleétidos disefiados (figura 8).

Se identifico que al empalmar nuestro fragmento con el plasmido, se formaban extremos
cohesivos que cambiaban el marco de lectura y por consiguiente, la secuencia de la proteina.
Para corregir este problema, y conservar el marco de lectura correcto, se afadio el nucleétido

Adenina (A) al final de la secuencia del sitio de corte de EcoRI (figura 8).

ECoRl ‘
5 - coc| N ANCACEACCOOAGEARE - >

Bgll

Bglll E6 VPH-16 Reverse 5 - GGGl T TA CAG CTG GGT TTC TCT ACG - 3°
Inverso complementario CGT AGA GAA ACC CAG CTG TAA

EcoRI-A E6 VPH-16 Forward

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

actacaataa
TTAGTATAAA
BEEEE o ccC
aatattagaa
ttttcgggat
tttaaagttt
aacattagaa
tcaaaagcca
taatataagg
TAGagaaacc

ttcatgTATA
Agcagacatt
AGAAAGTTac
tgtgtgtact
ttatgcatag
tattctaaaa
cagcaataca
ctgtgtcctg
ggtcggtgga
cagctgTAA

AAActaaggg
ttATGcacca
cacagttatg
gcaagcaaca
tatatagaga
ttagtgagta
acaaaccgtt
aagaaaagca
ccggtegatg

cgtaACCGAA
aaagagaact
cacagagctg
gttactgcga
tgggaatcca
tagacattat
gtgtgatttg
aagacatctg
tatgtcttgt

ATCGGTtgaA CCGARACCGG

geanTcEIEEEES

caaacaacta
cgtgagGTat
tatgctgtat
tgttatagtt
ttaattAGgt
gacaaaaagc
tgcAGatcat

tacatgatat
atgactttgc
gtgataaatg
tgtatggaac
gtattaactg
aaagattcca
caagaacacg

Figura 8. Disefio de oligonucleétidos y secuencia codificante para E6 de VPH-16. Con rojo se resaltan los
sitios de restriccién incluidos en cada uno de los oligonucleoétidos. El oligonucledétido sentido esta remarcado en
rosa y el antisentido en gris. Se incluye una adenina para conservar el marco de lectura del gen E6 después
del sitio de corte de EcoRI.
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El fragmento E6 de VPH-16 fue amplificado por PCR a partir del ADN extraido de células de
CaSki, que contienen fragmentos de ADN de VPH-16 integrado en su genoma celular. En la
figura 9A se muestran los productos de E6 obtenidos de las amplificaciones por PCR, cuyo
peso es de 457 pb. Una vez obtenido el amplificado a clonar, se llevaron a cabo las digestiones

del fragmento y del vector p3XFLAG-CMV-10 con las enzimas EcoRI y Bglll.
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Figura 9. Electroforesis en geles de agarosa del producto de amplificacion de E6 de VPH-16 y
restricciones del inserto con EcoRl y Bglll. A) Del carril 3 al 7 se muestran el producto amplificado de E6 de
VPH-16 con ADN de células CaSki. El carril 2 es el control negativo sin ADN. B) El carril 2 muestra al vector
sin digerir (S.D): el carril 3, vector digerido con EcoRl; carril 4 vector digerido con Bglll; carril 5, vector digerido
con ambas enzimas. El ultimo carril 6 corresponde a la digestion del fragmento con las dos enzimas.

Para verificar que las dobles digestiones del vector y del fragmento se habian realizado de
manera eficiente, se hicieron digestiones sencillas que comprobaban que cada una de las
enzimas de restriccion utilizadas no digirieran de manera parcial (figura 9B). Esto se supo, al
observar que el corrimiento de las bandas, tanto de las digestiones sencillas (carriles 3 y 4)
como de la doble digestion (carril 5), no presentaran un barrido de fondo, lo cual si se observa
en el control sin digerir (carril 2). EI marcador molecular indicé que el tamafio del vector y del

fragmento correspondieran a los pesos esperados.
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El vector construido fue introducido a bacterias DH5a competentes a través del método de
transformacion por choque térmico. De las colonias obtenidas se eligieron cuatro y se
resembraron. A las resiembras, se le hizo una PCR de colonia para comprobar que el vector si
contenia el inserto. En la figura 10A se observa que las cuatro colonias amplificaron el

fragmento en el tamafio esperado.
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Figura 10. PCRs de colonias y verificacion de la clonacién. A) Del carril 2 al 5 se muestran las
amplificaciones de E6 de VPH-16 de las 4 colonias resembradas. En el carril 6 se encuentra la reaccién con
ADN de CaSki como control positivo y en el carril 7 el control negativo sin ADN. B) En el carril 2 se observa el
inserto liberado por las dos enzimas EcoRI y Bglll. Los carriles 3 y 4 corresponden a la digestién con EcoRI
del vector vacio y del plasmido con el inserto. Los carriles 5y 6 muestran al vector y al plasmido con el inserto

sin digerir (S.D).

De las colonias positivas, que contenian el fragmento con el peso, se eligié una de éstas para
extraer el plasmido. Ya extraido el plasmido, se volvi6 a verificar la presencia de E6 por PCR 'y
por liberacion de inserto con las enzimas EcoRIl y Bglll (Figura 10B). Para corroborar, que el
fragmento clonado estuviera en marco de lectura y presentara la secuencia correspondiente a
E6 de VPH-16, el plasmido recombinante fue secuenciado a través del servicio de
secuenciacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas. La secuencia obtenida fue analizada
con el programa Chromas, y comparada con la base de datos BLAST. Se comprobd que el
vector construido contiene la secuencia correcta de E6 de VPH-16 en el marco de lectura

apropiado para lograr su expresion (anexo 9).
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Las secuencias de E6 y E6*] de VPH-AR (16 y 18) se expresan en células
C33A

Las células C33A fueron transfectadas por separado con la construccion realizada y tres
plasmidos que contienen las secuencias que codifican para las proteinas E618, E6 mutante
(E6SM) y E6%I de VPH-18. El vector con el que fueron elaborados estos plasmidos fue el mismo
que empleamos para la clonacion de E6 de VPH-16. El plasmido con la secuencia de E618
genera a la proteina E6 completa asi como a su producto de procesamiento E6*I. El plasmido
con la secuencia de E6SM, contiene una mutacion silenciosa en la secuencia nucleotidica de
E6 que cambia una guanina por una adenina en la posicion 233. Esta mutacién disminuye el
proceso de splicing, provocando una mayor expresion del producto completo de E6 y una menor
expresion de E6%l. Dado que dicha mutacién es silenciosa, durante la transcripcion ambos
tripletes codifican para acido glutamico. Por ultimo, el plasmido que expresa a la proteina E6*I,

contiene exclusivamente la secuencia de E6*1, que se obtuvo a partir del cDNA.

A las 24 horas posteriores a la transfeccion, se extrajeron los ARN vy lisados proteicos totales.
La presencia de transcritos de E6 y EG*l se observo mediante RT-PCR y la expresidn protéica
por Western blot, utilizando el anticuerpo anti-FLAG. Ademas de las transfecciones con los
plasmidos de interés, se transfectd por separado el vector vacio. Como control de integridad del
ADN, en la reaccion de PCR se utilizaron oligonucleétidos para amplificar al gen constitutivo
GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y para controlar la carga proteica en el

Western blot, se utilizo el anticuerpo dirigido contra la enzima GAPDH.

A nivel de transcrito, se observaron diferentes patrones de expresion de ARN de E6 y E6*l de
VPH-18 y 16. Como se muestra en la figura 11A, las células transfectadas con E618 mostraron
mayor cantidad de transcrito de E6*l que de E6. Como control positivo para VPH-18 se utilizo
el ADN extraido de la linea celular Hela, la cual también presentd un patrén similar. Las células
transfectadas con E6SM (18) mostraron expresion de ambos fragmentos; sin embargo, la
proporcion de ARN de E6 fue mayor en comparaciéon con las células transfectadas con E6 de
VPH-18. Para el caso de E6*l (18), solo se observd el transcrito correspondiente a ésta

isoforma. En las células con E6 de VPH-16, se identificaron las expresiones de dos de las cuatro
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isoformas de E6%, que por sus tamanos corresponden a E6*l y E6*Il. Ambos transcritos E6*
también se observaron en células CaSki que tienen integrado en su genoma el VPH-16; no

obstante, la presencia del transcrito de E6 completo también se identific6 pero en menor

proporcion.
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Figura 11. RT-PCR y Western Blot de E6 y E6*] de VPH-18 y 16 en células C33A transfectadas. Imagenes
representativas de 2 experimentos independientes con resultados semejantes. A) Transcritos de E6 y E6*I de
VPH-18 y VPH-16. Como control de integridad de ADN se amplificé al gen de GAPDH. B) Expresion proteica
de E6 y E6*I. Como control de carga protéica, la membrana se incubé con anti-GAPDH.

Como se observa en la figura 11B, las proteinas E6 y E6*l de VPH-18 y VPH-16, se pudieron
detectar mediante el epitope FLAG. A nivel protéico, en algunos casos el patron de expresion
cambia con respecto al de los transcritos. En células transfectadas con E6 y E6*| de VPH-18,
se observan coincidencias tanto en las proteinas como en los ARNm. No obstante, en las
transfecciones con E6SM (18) la presencia de la proteina E6*| es poco evidente. Asi mismo,
una de las isoformas de E6* de VPH-16 no se identifica a nivel proteico, pero la presencia de la

proteina E6 es clara.
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La actividad transcripcional de TCF aumenta por las proteinas E6 y E6*l de
VPH-AR (16 y 18) en células C33A

Para evaluar el efecto de E6 y E6*l sobre la actividad transcripcional de TCF, se realizaron
ensayos de luciferasa en células C33A. La células se cotransfectaron transitoriamente con el
plasmido reportero TOPFLASH que contiene sitios de unién a TCF y con 50 ng (figura 12) y
100 ng (figura 12) de los plasmidos que contienen las secuencias de E6, EGSM, E6*| de VPH-
18, E6 de VPH-16 asi como con el vector vacio p3XFLAG.
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Figura 12. Evaluacion transcripcional de TCF en células C33A transfectadas con 50 ng de los plasmidos.
Graficas representativas de dos experimentos independientes con la misma tendencia. A) Unidades relativas
de luz de las cotransfecciones con el plasmido reportero TOPFLASH y con 50 ng de los plasmidos que
expresan a E618, E6SM (18), E6*I (18) y E616, asi como con el vector vacio p3XFLAG. B) Veces de incremento
de la actividad transcripcional de TCF, en relacién al vector vacio. Las barras representan cuantas veces
aumenté la luminiscencia para cada muestra en comparacion a la del vector vacio p3XFLAG. El asterisco indica
la diferencia significativa p<0.5.

En la figura 12, se observa que para el ensayo con 50 ng de los plasmidos, tanto E6 y E6*l de
VPH-18 como E6 de VPH-16 generaron un cambio significativo en la actividad transcripcional
de TCF (p<0.5) en comparacién al vector vacio p3XFLAG. En la figura 12(A, B), se muestra
que las veces de incremento sobre el vector vacio de E618 fueron de 0.5 y las de E6*l (18) de

0.75. En el caso de E6 de VPH-16 éste aumento fue del doble de la actividad basal del vector
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vacio. Por otra parte la presencia de E6SM (18) no mostrd una diferencia significativa en la

actividad transcripcional de TCF.
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Figura 13. Evaluacién transcripcional de TCF en células C33A transfectadas con 100 ng de los
plasmidos. Graficas representativas dos experimentos independientes con la misma tendencia. A) Unidades
relativas de luz de las cotransfecciones con el plasmido reportero TOPFLASH y con 100 ng de los plasmidos
que expresan a E618, E6SM (18), E6*l (18) y E616, asi como con el vector vacio p3XFLAG. B) Veces de
incremento de las cotransfecciones. Las barras representan cuantas veces aumento la luminiscencia para cada
muestra en comparacion a la del vector vacio p3XFLAG. El asterisco indica la diferencia significativa p<0.5.

Para el ensayo de luciferasa con 100 ng de los plasmidos, de forma interesante se identificaron
patrones de actividades transcripcionales diferentes que aquéllos con 50 ng. Los plasmidos de
E6, E6SM, y E6*l de VPH-18 causaron un aumento significativo sobre la actividad
transcripcional de TCF (p<0.5) en relacién con el vector vacio p3XFLAG (figura 13A). En la
figura 13B, se observa que las veces de incremento sobre el vector vacio de E618 fueron de
0.60 y las de E67*l (18) de 0.80. En este ensayo, en presencia de E6SM (18) la actividad
transcripcional de TCF aumento 0.55 veces. Por otra parte, la actividad transcripcional de TCF

se observoé disminuida y sin diferencia estadistica en presencia de E6 de VPH-16.
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VIII.DISCUSION

La infeccion persistente de VPH-AR es una causa necesaria para el desarrollo del CaCU (zur
Hausen, 1996). La participacidén de ciertos procesos celulares alterados por las oncoproteinas

E6 y E7 son requeridos para el establecimiento del fenotipo maligno (Moody et al., 2010).

El mecanismo de accién oncogénico de E6 en CaCU se ha estudiado ampliamente, no obstante,
el papel del producto del procesamiento alternativo E6*| durante la transformacién no es del
todo clara. Debido a la abundante expresion de E6*| en lineas celulares positivas a VPH, asi
como en muestras obtenidas de tumores (de la Cruz et al., 2005) han surgido estudios que

tratan de esclarecer sus efectos bioldgicos.

Se ha demostrado que E6*l puede actuar como un modulador de algunas de las funciones de
E6, por ejemplo, al inhibir la degradacion de p53 mediante su interaccion directa con E6 y E6AP
(Pim et al., 1997). Por otra parte, E6*l puede actuar de forma independiente a su posible efecto
sobre E6 y afectar a proteinas involucradas en diferentes procesos celulares. Por ejemplo, E6*|
es capaz de degradar a proteinas con dominio PDZ, tales como MAGI-1, MAGI-2, Akt y hDlg,
que también son blancos de E6 y con ello provocar pérdida de la adhesion y polaridad celular
(Pim et al., 2009). Dado lo anterior, se ha sugerido que E6*| puede intervenir en la modulacion

de vias de sefalizacion relacionadas con la transformacion celular.

La activacion de la via de sefalizacion Wnt/3-catenina se ha propuesto como uno de los eventos
necesarios para el establecimiento de CaCU (Bulut et al., 2011; Perez-Plasencia et al., 2007).
En muestras de tejido sano de cérvix, se ha observado que B-catenina se localiza en membrana,
pero conforme avanza la lesion hacia cancer invasor, B-catenina se acumula en citoplasma y
principalmente en nucleo (Shinohara et al., 2001; Uren et al., 2005). Estudios previos han
abordado el efecto de E6 de VPH-16 en la via de Wnt, donde han observado que la actividad
transcripcional de TCF aumenta en presencia de EG6 (Lichtig et al., 2010; Sominsky et al., 2014).
Sin embargo, en esta via se desconoce la participacién de E6 de VPH-18, el cual es un tipo

viral que esta asociado a tumores agresivos con peor pronostico clinico que aquéllos con VPH-
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16 (Burguer et al., 1996). Puesto que la presencia del transcrito de E6*l es evidente, también

resulta importante saber si lleva a cabo un papel funcional en la via de Whnt.

De esta manera, nuestro objetivo fue evaluar tanto el efecto de E6, como el de E6*l de VPH-
18 sobre la actividad transcripcional de TCF. Para ello, se transfectaron plasmidos que
expresaran individualmente a las proteinas E6 y E6*| en células de carcinoma de cérvix C33A,
gue no contienen secuencias de VPH. Con el fin de comparar nuestros resultados de actividad
transcripcional, generamos un plasmido de E6 de VPH-16, cuyo efecto en la via de Wnt ya ha

sido reportado previamente (Lichtig et al., 2010).

En primera instancia, observamos la expresién de los transcritos de E6 y E6*| tanto de VPH-16
como de VPH-18 (figura 11A). Como se muestran en nuestros resultados, para la expresion
mayoritaria de E6 de VPH-18 fue requerido un plasmido que tuviera un abatimiento en el
procesamiento alternativo (E6SM), lo que nos permitid6 detectar una mayor proporcion del
transcrito completo de E6 en comparacion al transcrito detectado en las células transfectadas
con E618. Cabe mencionar, que los tamanos de E6 y E6*| son distintos dependiendo del par de
oligonucledtidos que se utilicen; si se usan los oligos disefiados para E6, se detecta a E6*| con
un tamafo mayor (296 vs 174 pb) debido a que se amplifica desde el coddn de inicio (semejante
para E6 y E6*) hasta el coddn de paro para E6. Pero cuando se emplean los oligos disefiados
para E6*, el tamafo del transcrito de E6 es mas pequeno (356 pb vs 477 pb) ya que se amplifica
antes del codon de paro especifico para esta proteina. Por otro lado, en la amplificacion del
ARNm de E6 de VPH-16, logramos identificar a dos isoformas E6*| y EG6*ll, ambas se
encuentran dentro del marco de lectura de E6 (Shally et al., 1996).

A nivel de proteina (figura 11B), en las células transfectadas transitoriamente con E618 se
observan a E6 y E6*], pero el patron de expresion abundante de E6*| es evidente. Para el caso
de las células con E6SM (18), como era de esperarse, se detecta la elevada expresion de E6 y
un disminucién en la expresion de E6*l. Por su parte, en las células con E6*| (18) se comprobd
la presencia unica de ésta isoforma. Estos resultados coinciden con los reportado con Pim y
colaboradores (2009) quienes también detectan la presencia de E6*l en mayor abundancia que

E6, en transfecciones transitorias en lineas celulares sin VPH.
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Resulta interesante que en las células transfectadas con E6 de VPH-16, a nivel de transcrito se
observan sdlo las dos isoformas E6* que son E6*l y EG*Il (figura 11A). Sin embargo, a nivel de
proteina, se identifico a E6 completo en baja proporcion, mientras que solamente se logra
detectar de forma abundante a una sola isoforma E6* (figura 11B). Esto podria explicarse,
porque las dos isoformas E6* expresadas a partir del gen E6 varian soélo por 5 aminoacidos en
su carboxilo terminal; por lo tanto, la diferencia de tamafios entre las isoformas es demasiado

pequefa para ser distinguida por western blot (Fillipova et al., 2014).

Por otra parte, es importante considerar que en el presente trabajo no se determind la
funcionalidad de las proteinas expresadas, lo cual resulta necesario para asegurar que el efecto
observado en la actividad transcirpcional de TCF es producto de las proteinas E6 funcionales.
Una forma de evaluar dicha funcionalidad, es a través de las proteinas blanco ya reportadas
tanto para E6, como para E6*l. Por ejemplo, se ha demostrado que la proteina hDIg es
degradada en presencia de E6 (Thomas et al., 2001), como de E6*| (Pim et al 2009). De esta
manera, valdra la pena en estudios posteriores evaluar los niveles de hDIg en las células que

expresen a E6 completa, asi como en las que expresen exclusivamente a la isoforma EG*I.

Otra proteina ampliamente estudiada como blanco de E6 es p53, la cual en presencia de E6 es
degradada, pero E6*I no tiene un efecto en sus niveles. En nuestro modelo experimental no
resulta un buen blanco para ser analizado debido a que en las células C33A éste factor

transcripcional se encuentra mutado en el sitio de reconocimiento a E6 (Crook et al., 1991).

El efecto de E6 y E6*l se valor6 mediante ensayos de actividad transcripcional (figuras 12 y
13). Se propone que dichas proteinas virales pudieran aumentar la actividad del factor
transcripcional TCF sobre sus elementos de respuesta. Se realizaron cotransfecciones de los
respectivos plasmidos de expresion (E618, E6SM (18), E6*l (18) y E616) y un plasmido
reportero TOPFLASH que contiene sitios de uniéon a TCF acoplados al gen de luciferasa.
Nuestro resultados preliminares indican que E6 y E6*l de VPH-18 aumentan la actividad
transcripcional de TCF; se observo un cambio significativo (p<0.5) en la actividad de TCF en las

células C33A transfectadas con 50 ng de los vectores con E6 y E6*l en comparacion al vector
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vacio p3XFLAG (figura 12A y B). Recordemos que la expresion del plasmido que contiene a
E6 de VPH-18 presenta en mayor proporcion a E6*l, lo cual nos sugiere que probablemente el
efecto observado se podria deber en mayor medida al producto de E6*l, mas que a E6. Lo
anterior se corrobora al observar que E6SM (18), que solo expresa a E6, no mostré un
incremento en la actividad de TCF. Este ensayo posiblemente nos indique que la presencia de

E6*| es importante para provocar un incremento en la activacion de TCF a dicha concentracion.

En cuanto a los resultados obtenidos al transfectar 100 ng de los plasmidos (Figura 13A y B),
observamos que también hay un aumento en la actividad transcripcional de TCF (p<0.5) en
presencia de E6 y E6*l de VPH-18. En este caso, las células transfectadas con E6SM (18)
también presentaron un incremento en la actividad de TCF, lo cual fue contrario a lo observado
en el ensayo con 50 ng de éste plasmido; esto nos indica que la presencia mayoritaria de E6
también es capaz de repercutir en el aumento de la actividad de TCF. Sin embargo, si
observamos las figuras 12B y 13B, podemos identificar que para ambos ensayos en presencia
de E6*l se observan las mayores veces de incremento sobre el vector vacio. En este
experimento, nuestro plasmido control E6 de VPH-16 no provocd un aumento en la actividad de
TCF, posiblemente por la ineficiencia de la transfeccion. Es por ello, que en estudios posteriores
proponemos evaluar de manera cualitativa la eficacia de las transfecciones mediante ensayos

con el vector reportero que expresa la proteina verde fluorescente, GFP.

Hasta este punto, nuestros resultados revelan que en presencia de E6 y E6*l hay un aumento
en la actividad de TCF, sin embargo, seria importante complementar con ensayos que integren
concentraciones superiores de E6 y E6*| de VPH-18 (desde 100 hasta 500 ng) con el fin de
observar si éste efecto es dependiente de la dosis. De igual manera, para asegurarnos que el
cambio significativo de la actividad de TCF en presencia de E6 y E6*l conlleva al incremento de
la transcripcién de genes de la via de Wnt, seria preciso realizar ensayos de PCR en tiempo
real con sondas especificas para la amplificacion de los transcritos que codifican a los proteinas

blanco de esta via.

Cabe mencionar que en el estudio realizado por Lichtig y colaboradores (2010), sefialan que la

proteina E6 de VPH-16 por si misma no induce la transcripcion de TCF, por lo que fue necesario
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que en sus células C33A transfectadas con E6 se les anadiera tratamiento con medio
condicionado Wnt3a para activar la via y con ello pudieran observar el efecto potenciador de
E6 sobre la transcripcion de TCF. En nuestro trabajo las proteinas E6 y E6*| de VPH-18 por si
mismas si son capaces de provocar un aumento en la actividad transcripcional de TCF en
células C33A, no obstante, para ensayos posteriores seria interesante afadir el tratamiento con

medio condicionado Wnt3a o transfecciones con B-catenina para inducir la activacion de la via.

En otro trabajo elaborado por Sominsky y colaboradores (2014), se comprobo6 que las células
Hek293T cuya via de Wnt se activa mediante la adicion de ligando Wnt3a, genera una
disminucién en los niveles de la proteina E6 de VPH-16; sin embargo, la transfeccion de E6AP
restaura y estabiliza los niveles de E6 (Tomaic et al., 2009) y con ello la activacién de la via de
Whnt. Los autores concluyen que EG6 requiere de EGAP para llevar acabo su efecto sobre el factor

transcripcional TCF.

Tomando en cuenta lo obtenido en nuestro trabajo surge la siguiente pregunta: s Cuales serian
los posibles mecanismos por los cuales E6 y E6*l de VPH-18 tienen un efecto en la actividad
transcripcional de TCF? se ha demostrado que EG junto con EGAP pueden estabilizar los niveles
de B-catenina y facilitar su translocacion y acumulacion en el nucleo lo cual conduce a un
incremento en la transcripcion de TCF (Sominski et al., 2014). Aunque hasta el momento no se
ha demostrado alguna interaccion entre éstas proteinas, se sugiere que el complejo E6/E6AP
participa en el secuestro de un regulador negativo de la via de Wnt. Asi mismo, estudios in vitro
mostraron que E6 de VPH-16 es capaz de interactuar con Dvl2, provocando la disociacion del
complejo de degradacion, y la activacion de TCF (Bonilla et al., 2012). Por otro lado, se sabe
que E6 de forma indirecta puede participar en la via de Wnt, por medio de su regulacién sobre
FOXM1. El factor transcripcional FOXM1 puede unirse directamente a B-catenina e inducir su
translocacion al nucleo (Zhang et al., 2011). En células que expresan E6, la transcripcidon de
FOXM1 aumenta y esto a su vez incrementa la translocacion de B-catenina al nucleo, lo que
promueve la activacién de la transcripcién de TCF y la expresion de proteinas blanco de la via
de Wnt (Chen et al., 2014). En cuanto a E6*l, no se conocen las interacciones de ésta isoforma
con proteinas que participan en la via de Wnt. Filippova y colaboradores (2014) mencionan que

E6*l puede ser un elemento clave para la alteracion de la via de Wnt/B-catenina. Por estos
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motivos sera necesario continuar con el estudio de posibles interacciones de E6 y E6*l con
diferentes elementos de la via Wnt/B-catenina, para esto seria necesario realizar ensayos de

coinmunoprecipitacion.
Entender los mecanismos por los cuales las proteinas E6 y E6*| participan en la modulacion de

diferentes vias de sefalizacion, entre ellas la via de sefalizaciéon Wnt/ 3-catenina, nos ayudara

a dilucidar aun mas el proceso carcinogénico relacionado con VPH-AR.
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IX. CONCLUSIONES

e La cantidad del transcrito de E6*I (18) es mayor que la del transcrito de E6 en células C33A

transfectadas con E618.

e El nivel de la proteina E6*l (18) es mayor que el de E6 en células C33A transfectadas con

E618 y poco evidente o nula en células transfectadas con E6SM (18).

e Las proteinas E6 y E6*l de VPH-18 son capaces de aumentar la actividad transcripcional
del factor TCF de la via de Wnt/B-catenina.
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X. PERSPECTIVAS

e Determinar la funcionalidad de las proteinas E618, E6SM (18), E6*l (18) y E616, para
asegurar que el efecto observado en la actividad transcripcional de TCF es producto de las

proteinas E6 funcionales

e Evaluar de manera cualitativa la eficacia de las transfecciones mediante ensayos con el

vector reportero que expresa la proteina verde fluorescente, GFP.

e Complementar con ensayos de luciferasa que incluyan concentraciones superiores de E6 y
E6*l de VPH-18 (desde 100 hasta 500 ng) con el fin de observar si el aumento de la actividad

trancripcional de TCF es dependiente de la dosis.

e Para asegurarnos que el cambio significativo de la actividad de TCF en presencia de E6 y
E6*l conlleva al incremento de la transcripcion de genes de la via de Wnt, es importante
realizar ensayos de PCR en tiempo real con sondas especificas para la amplificacién de los

transcritos que codifican a los proteinas blanco de esta via.

e Llevar a cabo ensayos de coinmunoprecipitacion para demostrar si E6 y E6*l son capaces

de unirse a proteinas involucradas en la activacion de TCF.
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XIl. ANEXOS

1. Preparacidén de medios de cultivo y amortiguadores

1.1 Medio Luria- Bertani o LB

Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio (NaCl) 10g
Peptona de caseina 109

Se disolvieron en 100 ml de agua destilada y se esterilizé por 15 minutos a 121°C

1.2 Medio Luria-Bertani Agar

Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio (NaCl) 10g
Peptona de caseina 109

Agar bacteriologico
Se disolvieron en 1000 ml de agua destilada y se esterilizé por 15 minutos a 121°C
1.3 Medio D-MEM/F-12 pH 7.4

DMEM-F12(Gibco®) 1 sobre 15.6 g
NaHCOs3 1.2g

Se disolvié en 1000 ml de agua destilada

1.4 Buffer TBE 5 X pH 8

Tris-base (1M) 108 g
Acido bérico (0.96 M)  55¢g
EDTA (0.01 M) 8.4

Se disolvieron en 1000 ml de agua destilada.



1.4 Buffer TBS 10x pH 7.5

Tris-base (1M) 60.59
NaCl 87.6¢g

Se disolvieron en 1000 ml de agua destilada.

1.5 Buffer TBS-T 1x pH 7.5

Buffer TBS 10x 100 mi
Tween-20 1000 pl

Se disolvieron en 900 ml de agua destilada

1.6 Buffer PBS pH 7.4

Un sobre de PBS (Sigma ®)

Se disolvié 1000 ml de agua destilada y se esterilizé durante 15 minutos a 120°C
1.7 Buffer CaClz- Tris pH 7.5

CaCl2 (100 mM) 0.55¢g
Tris (10mM) 0.078 g

Se disolvieron en 50 ml de agua destilada

1.8 Buffer de lisis (40 ml) para Western blot

NaCl 0.350 g
Tris 0.096 g
Igepal CA-630 400 pl

Se disolvieron en 40 ml de agua destilada
1.9 Buffer para gel concentrador pH 6.8

SDS 29
Tris-base 30.2¢g

Se disolvieron en 500 ml de agua destilada



1.10 Buffer para gel separador pH 8.8

SDS 29
Tris-base 91¢g

Se disolvieron en 500 ml de agua destilada

1.11 Buffer de corrida 5x

SDS 25¢g
Tris-base 759
Glicina 36 g

Se disolvieron en 500 ml de agua destilada

1.12 Buffer de transferencia 1x

Tris-base 3.79¢
Glicina 18 g
Metanol 250 ml

Se disolvieron en 1000 ml de agua destilada
1.13 Buffer de bloqueo

Leche Svelty® sin grasa 5%
BSA 2.5%

Se disolvieron en 50 ml de TBS-T

1.14 Buffer de lisis pH 7.8 para ensayos de luciferasa

KzHPO4 (100mM) 9.15 ml
KH2PO4 (100 mM) 0.85 ml
Triton X-100 0.2%

Se agreg6 0.1 mM de DTT
1.15 Buffer de reaccién para luciferasa
Glicil-glicina (25mM) 1ml

MgCI2 (15mM) 300 pl
ATP (5mM) 1ml



BSA 200 pl
Se disolvié en 17.5 ml de agua destilada

1.16 Buffer de reaccién para 3-galactosidasa

Na2HPO4 (100mM) 93.2 ml
NaH2PO4 (100mM) 6.38 ml
MgCI2 100 pl

1.17 Solucion aceleradora

Acelerador 10%
NaOH

2. Reacciones para RT-PCR y PCR de punto final

2.1 Reaccién y programas para PCRs

Tabla 2.1. Se presentan las cantidades necesarias de cada reactivo para
la preparacion de una reaccion de retrotranscripcion de PCR con un
volumen de 20 pl

Reactivo Cantidades Concentracioén final
Buffer 10x 2ul 1x
dNTPs 2 ul 20 mM
MgCl2 1.6ul 2mM
Oligo 5° 0.1ul 0.25 pM
Oligo 3’ 0.1ul 0.25 pM
Taq polimerasa gold 0.15ul 0.037 U/ pl
ADN Aprox 100 ng
Agua Ajustar
TOTAL 20 ul

57



1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo

94 °C

20 s 72°C ¢ 72°C
62 °C 40s . 10 min
Os :

94 °C
10 min

4°C

Figura 2.2. Programa para la amplificacién del gen E6 de VPH-16 a partir de
ADN para PCR

1 ciclo

» 1ciclo 30 ciclos

94°C ! 95°C

T0min 405 72°C | 72°C
: 64 °C 40s . 7min
: S !

Figura 2.3. Programa para la amplificacion del gen E6 de VPH-18 a partir de
ADNCc.

'
'

4°C

1 ciclo 30 ciclos . 1 ciclo
\ 94°C ' 95°C E
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Figura 2.4. Programa para la amplificacién del gen GAPDH (control de
transfeccién) a partir de cDNA
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2.2 Reaccién y programa para RT-PCR

Tabla 2.2. Se presentan los reactivos y las cantidades correspondientes para
la preparacidn de una reaccion de retrotranscripcion.

Reactivo Cantidad . Concentracién final

RNA n pl 500 ng
Hexameros aleatorios 1l 1Xx

dNTPs 1 ul 2mM
Agua Ajustar a 12 pl -

Incubacién a 65°C por 5 minutos

Buffer 5x 4 ul 1x

DTT 1 ul 01 M

RNasa OUT™ 1l 40 unidades/ pl

Incubacién a 25°C por 2 minutos

SuperScript™

| 1l . 200 unidades/ pl

Programa para RT-PCR

1 ciclo

Figura 2.5. Programa para la amplificacion de ADNc a partir de ARNm.
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3. Reacciones para restricciones y ligacion

3.1 Reacciones de restricciones

Tabla 3.1 Se presentan las cantidades necesarias de cada reactivo para
la preparacion de las reacciones de restriccién con las dos endonucleasas

EcoRlI y Bglll.
Primera restriccion
Reactivo Cantidad
Buffer 10x 2 ul
EcoRI (Invitrogen ®) 1ul
DNA 500 ng
Agua destilada Ajustar a 20 pl

Incubacién a 37°C por 1hr
Segunda restriccion
Balll (Invitrogen ®) 1 ul

Incubacién a 37°C por 1hr

3.2 Reaccién de ligacién

Tabla 3.2 Se presentan las cantidades necesarias de cada reactivo para
una reaccién de ligacion.

Reactivo | Cantidad
Ligasa T4 (Invitrogen ®) 1 ul
Buffer 5x 4 ul
Inserto digerido 3x
Plasmido digerido 1x
Agua Ajustar a 20 pl
Incubacién a 37°C por 1 hr




4. Preparacion de geles de poliacrilamida

Tabla 4. Se muestran las cantidades necesarias de cada reactivo para la preparacion de
geles de poliacrilamida de 0.15 mm. Dependiendo del numero de geles a utilizar las
concentraciones de cada reactivo se sefalan para el gel separador y gel concentrador.

Gel Separador

% # de Agua Acrilamida Buffer PSA TEMED
geles 30% pH 8.8 10%
12% 1 1.75 ml 2ml 1.25ml 15pl 5ul
2 3.15ml 3.6 mi 2.25 mi 30ul 10pl
3 5.45ml eml 3.8ml 45ul 15l
| Gel concentrador
# de geles Agua Acrilamida | Buffer pH PSA TEMED
30% 6.8 10%
1 1ml 0.25 ml 0.415 mi 7.5 pl 2.5yl
2-3 3ml 0.75 mi 1.245 ml 25 pl 7.5 pl
4-6 6 ml 1.5 ml 2.5 ml 50 pl 15 pl

5. Anticuerpos

Tabla 5.Se presentan las concentraciones a las que se usaron los anticuerpos, sus marcas
y de qué animales se obtuvieron.

Anticuerpos primarios

Anticuerpo Concentracion Hecho en Marca
Anti-Flag 1:1000 Raton Sigma
Anti-GAPDH 1:1000 Raton

Anticuerpo secundario
Anticuerpo Concentracion Hecho en Marca
Anti-ratén Roche Cabra Roche




6. Secuencias de oligonucleétidos especificos

Tabla 6. Se muestran las secuencias de los oligonucleétidos disefiados para la clonacion

de E6 de VPH-16. Se indica en rojo los sitios de corte de las enzimas de restriccion
incluidos en al inicio de cada oligonucleétido.

Nombre Secuencia del Pares de
oligonucleédtido bases
EcoRI E6PVPH-16 | GGGGAATTCATTTCAGGA 30 pb 64.1 °C
Forward CCCACAGGAGC
Bglll e6VPH-16 GGGAGATCTTTACAGCTG 34 pb 61.3 °C
Reverse GGTTTCTCTACGTG

7. Plasmido p3XFLAG-CMV

pP3XFLAG-CMV-10 (6.4 kb)

am

Nort |
of |

ade
R V

Eamil

£onl
al

hGH poly A
SV 40 origin
f1 origin
N-Terminal neo’
: p3XFLAG-CMV
amp
SV 40 poly A

pBR322 origin

Figura 7.1 Vector de clonacién p3XFLAG-CMV. Este vector de expresion permite generar proteinas
de fusion con tres epitopes FLAG en su extremo amino terminal.
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8. Sitio de clonacién multiple del plasmido p3XFLAG-CMV-10

3XFLAG Peptide Sequence
Met*|Asp Tyr Lys Asp His Agp Gly Asp Tyr Lya 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 CTAR ATA TTT CTA GTA CTG TAG
3XFLAG Peptide Sequence

Asp Tys Lys Asp Asp Asp Asp Lys

GAT TAC AAG
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Figura 8.1 Sitio de clonacién multiple de p3XFLAG-CMV-10. En recuadros rojos se encierran los
sitios de corte de las enzimas de restriccion utilizadas para la clonacion de E6 de VPH-16: EcoRlI y

Bglll. Al clonar el fragmento de EG6, el sitio de corte de EcoRI provoca que el marco de lectura se
recorra.

9. Secuenciacion del fragmento E6 de VPH-16 clonado en el vector
p3XFLAG-CMV 10.

E616

ATG GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT GAT TAT AAA GAT CAT GAC ATC GAT TAC AAG GAT GAC GAT
BEEEEEICTT GCG GCC GCG AAT TCH TTT CAG GAC CCA CAG GAG CGA CCC GGA AAG TTA CCA
CAG TTA TGC ACA GAG CTG CAA ACA ACT ATA CAT GAT ATA ATA TTA GAA TGT GTG TAC TGC AAG
CAA CAG TTA CTG CGA CGT GAG GTA TAT GAC TTT GCT TTT CGG GAT TTA TGC ATA GTA TAT AGA
GAT GGG AAT CCA TAT GCT GTA TGT GAT AAA TGT TTA AAG TTT TAT TCT AAA ATT AGT GAG TAT
AGA CAT TAT TGT TAT AGT GTG TAT GGA ACA ACA TTA GAA CAG CAA TAC AAC AAA CCG TTG TGT
GAT TTG TTA ATT AGG TGT ATT AAC TGT CAA AAG CCA CTG TGT CCT GAA GAA AAG CAA AGA CAT
CTG GAC AAA AAG CAA AGA TTC CAT AAT ATA AGG GGT CGG TGG ACC GGT CGATGT ATG TCT TGT
TGC AGA TCA TCA AGA ACA CGT AGA GAA ACC CAG CTG TAA

Figura 9.1. Secuencia del fragmento E6 de VPH-16. En azul se indica el codén ATG y en rojo la
secuencia correspondiente a las tres epitopes FLAG, ambos elementos estan contenidos en el vector
p3X- FLAG-CMV utilizado para la clonacion. La secuencia de corte para la enzima de restriccion
EcoRI se resalta en verde y la adenina afiadida en rosa. En gris se sefiala la secuencia de E6 de
VVPH-16 a la cual se le deletd el coddn de inicio.
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10. Plasmido p3XFLAG-E616

hGH poly A

‘ p3XFLAG- E616 B
1 origin a‘)l SV 40 origin

pBR322 origin

Figura 10.1. Construcciéon p3X-FLAG-E616. En el esquema se representa el plasmido obtenido a
partir de la clonacion de E6 de VPH-16 en el vector de clonacién p3XFLAG-CMV.

11. Plasmido TOPFLASH

TOPFLASH
(wt TCF binding sites)

=

Q
®
o)
w
@

Figura 11.1.Plasmido TOPFLASH. En el esquema se representa el plasmido TOPFLASH que

contiene el gen reportero luciferasa dependiente de TCF, el cual posee tres copias de sitios de union
a TCF rio arriba del promotor TK (Thymidine Kinase).
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