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1.0 RESUMEN

Modulacion de los niveles de la subunidad 26S del proteasoma por las oncoproteinas del
Virus del Papiloma Humano (VPH) y su asociacion con la respuesta a tratamiento en
cancerde orofaringe.

Introduccion: Se estima que el VPH es responsable del 7-8% de todas las neoplasias humanas
(Cobos et al., 2014) de acuerdo con un estudio realizado por el Centro para el Control y
Prevencion de enfermedades (CDC, del inglés Center for Disease Control and Prevention)
aproximadamente el 90 % del cancer cervical y anal, 70% del cancer orofaringeo, vaginal y
vulvar y el 60% del cancer de pene son atribuibles a la presencia del VPH (CDC report, 2017).
La alta prevalencia de la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH) hace de esta un

problema de salud publica a nivel global.

La transmision del VPH es causada primariamente por contacto sexual y el contacto oral/ genital
puede llevar a una infeccién por VPH tanto en la cavidad oral como en la orofaringe,
representando un factor importante en la etiologia del cancer en estos sitios anatémicos (Pytynia
et al., 2014). Reportes recientes ubican al VPH como agente causal del OPSCC hasta en un
80% de los casos y se espera que la incidencia del Cancer de orofaringe (CaOF) supere en
namero a los de cancer de cérvix en los proximos afios (Chaturvedi et al., 2011, De Martel et
al., 2012), hecho que ha incluso ya ha sido declarado por la CDC en la poblacién de Estados
Unidos (EUA) (CDC report, 2017).

Asi mismo, el cancer de orofaringe esta asociado a un pobre pronéstico con una tasa de
supervivencia a 5 afios menor al 50%, sin que existan factores prondésticos claros que definan
el comportamiento clinico en esta neoplasia (Rocco et al., 2015).

De manera interesante, se ha determinado que los tumores positivos al VPH poseen una mejor
tasa de respuesta a tratamiento basado en radiacion, sin que a la fecha se conozcan los
mecanismos implicados en la respuesta a tratamiento inducida por el VPH (Ang et al., 2010).
Es bien sabido que la regulacion de proteinas celulares por parte de la oncoproteina E6 del VPH
involucra una serie de interacciones mediadas por el motivo LXXLL y dominios PDZ
impactando en procesos como proliferacion, diferenciacion, adhesion y motilidad celular.

Recientemente, la expresion de la sub-unidad 26S del proteasoma, llamada PSMD9, fue



descrita como factor de mal prondstico en cancer de mama en pacientes que recibieron
radioterapia (Langlands et al., 2014). PSMD9 pertenece a un conjunto de proteinas que han
mostrado ser blanco de interaccion de la oncoproteina E6 del VPH (Tomai¢ et al., 2013),
ademas de que posee en su estructura un dominio PDZ lo cual la hace susceptible a ser regulada
por la proteina E6. Por estas razones, resulta importante conocer el efecto que las oncoproteinas
del VPH podrian ejercer sobre PSMD?9, asi como la relacion entre la presencia del VPH en los
niveles de PSMD9 con el desenlace clinico de los pacientes con CaOF que recibieron
tratamiento con fines curativos con el objetivo de proponer biomarcadores especificos y
confiables que ayuden a pronosticar el desenlace de la enfermedad.

Objetivo: Determinar si los niveles de PSMD9 cambian en presencia del VPH 16E6 y evaluar
el valor predictivo de PSMD9 en respuesta a radioterapia.

Metodologia y resultados: mediante la técnica de inmunofluorescencia se encontr6 que los
niveles de expresion de PSMD9 aumentan y la localizacion de esta proteina se concentra en el
nacleo en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16. Ademas, en un modelo celular
de cancer de orofaringe, se realizaron ensayos en células transfectadas con las oncoproteinas
E6 y E7 del VPH16 y luego irradiadas (6 Gy), a continuacion, se determino la expresion de
PSMD9, encontrandose que los niveles de PSMD9 aumentan en presencia de la oncoproteina
E6 después del tratamiento con radiacién. Ademas, usando pruebas inmunohistoquimicas, se
encontro que los niveles de expresion de PSMD?9, antes del tratamiento, no estan asociados con

el resultado clinico de los pacientes con cancer de orofaringe.

Discusion: ElI VPH podria incrementar la expresion de PSMD9 como mecanismo de
supervivencia aprovechando su papel en el nacleo como factor de transcripcion de genes

implicados en la proliferacion celular.

Conclusion: la modulacién de PSMD9 por VPH podria estar involucrada en mecanismos de

radiorresistencia, hecho que es importante investigar en el futuro



1.1 ABSTRACT

Modulation of the levels of the 26S subunit of the proteasome by the oncoproteins of the
Human Papilloma Virus (HPV) and its association with the response to a treatment in
oropharyngeal cancer.

Introduction: It is estimated that HPV is responsible for 7-8% of all human neoplasms (Cobos
et al., 2014) according to a study carried out by the Center for Disease Control and Prevention
(CDC) approximately 90% of cervical and anal cancer, 70% of oropharyngeal, vaginal, and
vulvar cancer, and 60% of penile cancer are attributable to the presence of HPV (CDC report,
2017). The high prevalence of Human Papillomavirus (HPV) infection makes this a global

public health problem.

HPV transmission is caused primarily by sexual contact and oral / genital contact can lead to
HPV infection in both the oral cavity and the oropharynx, representing an important factor in
the etiology of cancer at these anatomical sites (Pytynia et al., 2014). Recent reports place HPV
as the causal agent of OPSCC in up to 80% of cases and it is expected that the incidence of
oropharyngeal cancer (CaOF) will outnumber those of cervical cancer in the coming years
(Chaturvedi et al., 2011, De Martel et al., 2012), a fact that has even already been declared by
the CDC in the United States (USA) population (CDC report, 2017).

Likewise, oropharyngeal cancer is associated with a poor prognosis with a 5-year survival rate
of less than 50%, with no clear prognostic factors that define the clinical behavior in this
neoplasm (Rocco et al., 2015).

Interestingly, it has been determined that HPV-positive tumors have a better response rate to
radiation-based treatment, without the mechanisms involved in the response to treatment
induced by HPV being known to date (Ang et al., 2010). It is well known that the regulation of
cellular proteins by the HPV E6 oncoprotein involves a series of interactions mediated by the
LXXLL motif and PDZ domains, impacting processes such as proliferation, differentiation,
adhesion, and cell motility.

Recently, the expression of the 26S subunit of the proteasome, called PSMD9, was described
as a poor prognostic factor in breast cancer in patients who received radiotherapy (Langlands
et al., 2014). PSMD9 belongs to a set of proteins that have been shown to be the target of
interaction of the HPV E6 oncoprotein (Tomai¢ et al., 2013), in addition to having a PDZ



domain in its structure which makes it susceptible to being regulated by the protein E6. For
these reasons, it is important to know the effect that HPV oncoproteins could exert on PSMDS,
as well as the relationship between the presence of HPV in PSMD9 levels and the clinical
outcome of patients with CaOF who received treatment for curative purposes with the objective

of proposing specific and reliable biomarkers that help to predict the outcome of the disease.

Objective: To determine if PSMD?9 levels change in the presence of HPV16 E6 and to evaluate

the predictive value of PSMD9 in response to radiotherapy.

Methodology and results: using the immunofluorescence technique, it was found that the
expression levels of PSMD9 increase and the localization of this protein is concentrated in the
nucleus in the presence of the E6 and E7 oncoproteins of HPV16. In addition, in a cellular
model of oropharyngeal cancer, tests were carried out in cells transfected with the E6 and E7
oncoproteins of HPV16 and then irradiated (6 Gy), then the expression of PSMD9 was
determined, finding that the levels of PSMD9 increase in presence of E6 oncoprotein after
radiation treatment. Furthermore, using immunohistochemical tests, it was found that PSMD9
expression levels, before treatment, are not associated with the clinical outcome of patients with

oropharyngeal cancer.

Discussion: HPV could increase the expression of PSMD9 as a survival mechanism, taking
advantage of its role in the nucleus as a transcription factor for genes involved in cell
proliferation.

Conclusion: modulation of PSMD9 by HPV could be involved in radioresistance mechanisms,

a fact that is important to investigate in the future.



1. INTRODUCCION

1.1 Céncer de cabeza y cuello y Virus del Papiloma Humano

El cancer de cabeza y cuello de células escamosas (HNSCCs, del inglés Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma) comprende un grupo heterogéneo de malignidades que se originan
en las células epiteliales de los revestimientos mucosos de la via aérea superior y los conductos
alimentarios, incluyendo la cavidad oral, orofaringe, laringe e hipofaringe (Leemans et al.,
2018). EIHNSCC se ubica como el sexto cancer mas comun en todo el mundo (GLOBOCAN
2020). Estos tumores estan vinculados por varias caracteristicas en comun incluyendo
predominio masculino (4:1), mayor prevalencia en la quinta y sexta década de la vida, ademas
de un fuerte vinculo etiolégico con el consumo de alcohol y tabaco (Sturgis et al., 2011). En
las pasadas tres décadas, a pesar del descenso en consumo de tabaco, se presentd un
estancamiento de los casos seguido de un incremento en la incidencia de Carcinoma de Células
Escamosas Orofaringeo (OPSCC, del inglés oropharyngeal squamous cell carcinoma). Este
incremento sitio especifico ha sido notorio particularmente en hombres blancos de mediana
edad (frecuentemente no fumadores) comparados con los pacientes tradicionales de OPSCC,
que involucra hombres mayores con un historial significativo de consumo de alcohol y tabaco
(Pytynia et al., 2014). La creciente incidencia de OPSCC se atribuye ahora a la presencia del
Virus del Papiloma Humano (VPH). La transmision del VPH es causada primariamente por
contacto sexual y el contacto oral/ genital puede llevar a una infeccién por VPH tanto en la
cavidad oral como en la orofaringe, representando un factor importante en la etiologia del
cancer en estos sitios anatomicos (Pytynia et al., 2014).

Reportes recientes ubican al VPH como agente causal del OPSCC hasta en un 80% de los
casos y se espera que la incidencia del Cancer de orofaringe (CaOF) supere en nimero a los
de cancer de cérvix en los proximos afios (Chaturvedi et al., 2011, De Martel et al., 2012),
hecho que ha incluso ya ha sido declarado por la CDC en la poblacion de Estados Unidos
(EUA) (CDC reporte, 2017).

La naturaleza oncogénica de los VPH de alto riesgo se debe a las propiedades de
inmortalizacion y transformacion de sus oncoproteinas E6 y E7, las cuales interfieren con las
vias supresoras de tumores p53 y pRb respectivamente, lo que hace que las células infectadas

sean susceptibles a mutaciones y desarrollo de cancer (Oh et al., 2013 y Rampias et al.,2009).
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El CaOF positivo a VPH afecta principalmente a varones jovenes lo cual lo convierte en un
topico de interés en salud publica, al afectar a una poblacién econémicamente activa. Asi
mismo, el cancer de orofaringe esta asociado a un pobre pronostico con una tasa de
supervivencia a 5 afios menor al 50%, sin que existan factores prondsticos claros que definan
el comportamiento clinico en esta neoplasia (Rocco et al., 2015).

De manera interesante, se ha determinado que los tumores positivos al VPH poseen una mejor
tasa de respuesta a tratamiento basado en radiacién, sin que a la fecha se conozcan los
mecanismos implicados en la respuesta a tratamiento inducida por el VPH (Ang et al., 2010).
Es bien sabido que la regulacién de proteinas celulares por parte de la oncoproteina E6 del
VPH involucra una serie de interacciones mediadas por el motivo LXXLL y dominios PDZ
impactando en procesos como proliferacion, diferenciacion, adhesion y motilidad celular.
Recientemente, la expresion de la sub-unidad 26S de la proteasoma, llamada PSMD9, fue
descrita como factor de mal pronostico en cancer de mama en pacientes que recibieron
radioterapia (Langlands et al., 2014). PSMD9 pertenece a un conjunto de proteinas que han
mostrado ser blanco de interaccion de la oncoproteina E6 del VPH (Tomai¢ et al., 2013),
ademés de que posee en su estructura un dominio PDZ lo cual la hace susceptible a ser
regulada por la proteina E6. Por estas razones, resulta importante conocer el efecto que las
oncoproteinas del VPH podrian ejercer sobre PSMD?9, asi como la relacién entre la presencia
del VPH en los niveles de PSMD9 con el desenlace clinico de los pacientes con CaOF que
recibieron tratamiento con fines curativos con el objetivo de proponer biomarcadores

especificos y confiables que ayuden a pronosticar el desenlace de la enfermedad.

1.2 Virus del Papiloma Humano: diversidad, clasificacion taxonémica y tropismo
celular
Los Virus del Papiloma Humano pertenecen a la familia Papillomaviridae, la cual comprende
un grupo diverso de virus que infectan tanto a humanos como animales e incluye 227
diferentes genotipos descritos (The Papillomavirus Episteme: pave.niaid.nih.gov). Con base
en la secuencia nucleotidica del gen L1, la familia Papillomaviridae se divide en 39 géneros

designados con una letra del alfabeto griego, dicha identidad debe ser del 60% o mayor.



Especificamente, los VPH se dividen en 5 géneros: alpha (65 tipos, incluyendo VPH 16, 18,
31, 33, etc.), beta (53 tipos, incluyendo VPH5, 9,49, etc.), gamma (98 tipos incluyendo VPH
4,48,50, etc.), mu (3 tipos, incluyendo VPH1, 63y 204) y nu (VPH 41; www.hpvcenter.se,

Egawa et al., 2017 y Doorbar et al., 2016). Entre los géneros de VPH, los alphapapilomavirus
son los mas exhaustivamente estudiados ya que se sabe que son los responsables del 5% del
total de casos de cancer en todo el mundo (De Martell, 2017). Ademas, se subdividen en tipos
virales cutaneos y mucosos basandose en su capacidad de infectar las células del epitelio
escamoso o el revestimiento interno de los tejidos, respectivamente. EI VPH muestra tropismo
por las células de la capa basal epitelial, las cuales son células indiferenciadas responsables de
la renovacion constate del epitelio (Brianti P., et al. 2017). Se piensa que el tropismo del VPH
es controlado principalmente a nivel de la expresiéon génica del virus, a través de elementos
regulatorios contenidos dentro de la regién larga de control (LCR, del inglés LongControl
Region) del genoma viral, lo cual es un determinante importante el tropismo (Steinberg et al.,
1989). La regulacion a nivel de infectividad también puede influir en el sitiode infeccion, con
una marcada diferencia en la carga de distribucién reportada entre los viriones cutaneos y
mucosos (Mistry et al., 2008).
1.3 Transmision

La trasmision del VPH requiere del contacto con la piel, mucosas o liquidos corporales de una
pareja con lesiones verrucosas o con infeccidn subclinica. Por medio de un epitelio lesionado
(con microabrasiones) es posible que el VPH tenga acceso a las células basales, las cuales se
convierten en reservorios del virus una vez que son infectadas (Alfaro et al., 2013). ElI VPH
ademas de infectar el trato genital, es capaz de infectar y desencadenar el desarrollo de cancer
en el tracto respiratorio superior incluyendo la cavidad oral, orofaringe, laringe e hipofaringe.
La transmisién del VPH primariamente es causada por contacto sexual y el contacto
oral/genital puede llevar a una infeccion por VPH oral/orofaringe (Pytynia et al., 2014). La
practica de sexo oral es un factor determinante para la transmisién del VPH en esta region
anatomica, siendo la cantidad de parejas sexuales con las que se ha practicado sexo oral a lo
largo de la vida el factor mas fuertemente asociado con el desarrollo del OPSCC (Taberna
2017).


http://www.hpvcenter.se/

1.4 Estructura del VPH

Todas las particulas de VPH, independientemente del género al que pertenezcan, comparten
una estructura comun icosaédrica no envuelta de 50-60 nm de diametro. Sus genomas
comprenden DNA circular de doble cadena de aproximadamente 8000 pares de bases, el cual
contiene diversos marcos de lectura abiertos (ORFs del inglés Open Reading Frame) (Doorbar
et al., 2016). La capside de los VPH esta compuesta por dos proteinas estructurales, la proteina
mayor (L1) y la proteina menor (L2). La capside contiene 360 moléculas de la proteina L1
arregladas en 72 capsémeros, cada uno formado por5 moléculas de L1 (Chen et al., 2000)
(Figura 1). La interaccion entre capsomeros se da entrelos extremos C- terminal de la proteina
L1, la cual se extiende en direccion a los capsémerosvecinos y los une en su base mediante
puentes disulfuro (Chen et al., 2001 y Wolfet al., 2010).La particula viral también contiene un
numero variable de moléculas L2, las cuales no se encuentran totalmente expuestas en la
superficie del viridn, a excepcién de los aproximadamente 120 aminoacidos que forman su
extremo N- terminal (Rubio et al., 2011). Se cree que L2 puede estar presente en el centro de
los capsdémeros pentavalentes en los vértices del virién (Modis et al.,2002). Ambas proteinas
juegan un papel muy importante en mediar la eficiencia de la infectividad del virus (Doorbar
et al., 2006 y Modis et al., 2002).
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Figura 1. Estructura del Virus del Papiloma Humano. A) Capsdémero del VVPH, cada uno de ellos esta formado por 5
moléculas de la proteina L1. B) El genoma viral comprende un DNA circular de doble cadena de aproximadamente 8000
pares de bases. C) El virus tiene una estructura icosaédrica no envuelta de 50-60 nm de didmetro. Lacépside contiene 360
moléculas de la proteina L1 arregladas en 72 capsémeros ademas contiene un numero variable de moléculas L2. (Tomada y
modificada de Xiao et al., 2016).



1.5 Organizacion del Genoma viral

Se han identificado en el genoma viral tres regiones: La region de codificacion temprana(E:
early), region de codificacion tardia (L: late) y la region larga de control (LCR: Long Control
Region) (Revisado por Asmita y Rita 2020) (Figura 2). El genoma viral se encuentra dividido
por dos sitios de poliadenilacion (pA): el pA temprano y el pA tardio. El extremo 5° del
genoma del VPH empieza con la region de codificacion temprana representando alrededor del
45% del genoma viral que contiene 6 marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés Open
Reading Frames) (Revisado por Asmita y Rita 2020 y Picconi et al.,2013), que codifican para
proteinas involucradas en la transcripcion viral (E2), la replicacion del DNA viral (E1y E2),
la proliferacion celular (E5, E6 y E7) y algunos pasos tardios del ciclo viral (E4) (Picconi et
al., 2013).

Oncoproteinas

Proteina mayor

de la capside Helicasa

Replicacion del DNA viral

Proteina menor
de la capside
' Control transcripcional
Replicacion del DNA viral
Amplificacién del genoma

Amplificacién del genoma

Proliferacién celular Interaccioén con citoesqueleto/queratina

Figura 2. Organizacion del genoma del VPH. Representacion esquemética del genoma circular del VPH16 donde se
muestra la ubicacion de los genes tempranos (E), tardios (L1 y L2), y de la region larga de control (LCR). El genoma del VPH
codifica ocho proteinas bien caracterizadas, cuyas funciones se indican en la imagen. Entre ellos se encuentran las proteinas
de replicacion viral E1 y E2 (violeta) y los oncogenes virales E6, E7 y E5 (verde), los cuales han sido validados como
esenciales para la patogénesis viral.

La region tardia, comprende alrededor del 40% del genoma viral y contiene dos marcos de lectura

abiertos, esenciales para la fase viral productiva. L1 codifica para la proteina principal de



la capside, mientras que L2 codifica para la proteina menor de la capside y muestra marcadas
diferencias aun entre los tipos que infectan a una misma especie (Picconi, 2013).

El ensamble de las particulas virales ocurre en el ndcleo de la célula, la proteina L1 se
autoensambla en particulas similares a virus (Handler et al., 2015), mientras que la proteina
L2 interviene en la entrada del virus a las células, en la localizacion de los componentes virales
en el nacleo, en la union al DNA, en la formacion de la cépside y en la estabilidad (Martinic
et al., 2008). La region larga de control (LCR) o region no codificante, representa el 15% del
genoma viral, se encuentra ubicada entre el final del gen L1y el inicio de la region temprana,
contiene elementos promotores, sitios de unidon a factores transcripcionales, regiones

palindromicas reconocidas por E2 y el origen de replicacion (Picconi, 2013).

1.5.1 Ciclo de replicacion del VPH
El ciclo de infeccion del VPH esté estrechamente relacionado con el estatus de diferenciacion
del queratinocito. EI VPH inicia su ciclo productivo infectando a las células poco diferenciadas
de las capas basales del epitelio, donde inicia la transcripcion de sus genes. La forma en que
el VPH alcanza las células de los estratos bajos del epitelio es a través de lesiones, microheridas
y abrasiones del tejido (Premoli et al., 2005). EI VPH infecta las célulasepiteliales a través de
la interaccion con los receptores de la superficie celular (Cox et al., 2016). Hay controversia
sobre la naturaleza del receptor viral, pero se cree que son los proteoglicanos heparan sulfato
(HSPGS) los receptores iniciales. Se ha observado que la proteina L2 de todos los virus VPHs
secuenciados, contienen en su extremo amino terminal una secuencia consenso que es
escindido por furina, una pro-proteina convertasa (Day et al., 2008), y esta escision se cree es
necesaria para la unién y entrada del virus a la célula, ya queesto provoca un cambio
conformacional de la capside viral, seguido de la liberacion de los HSPGs para la posterior
asociacion con un receptor putativo secundario, que se cree es una integrina 6 (Bosch et al.,
2002, Modis et al., 2002 y Richards et al., 2006). Una vez ocurrida la infeccion, el virus se
establece dentro del nucleo de las células basales donde el minicromosoma viral permanece
en estado episomal, replicandose a niveles muy bajos en coordinacion con la division celular.
Cuando las células infectadas se diferencian y migran desde la capa basal hacia el estrato
espinoso del epitelio, la replicacion viral se estimula, produciendo la acumulacion de viriones

dentro del ndcleo.
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En esta etapa del ciclo viral la participacién de E6y E7 juegan un rol esencial en producir la
re-entrada a la fase S del ciclo celular en las capas superiores del epitelio para permitir la
amplificacion del genoma viral. También se requiere de la participacion de las proteinas E1 y
E2 las cuales incrementan su abundancia en la célula por la sobrerregulacion del promotor
tardio (p670 en VPH16) (Bodily et al., 2011). La expresion de los genes tardios se observa
Unicamente en los queratinocitos totalmente diferenciados de los estratos corneos, donde
ocurre el ensamblado de las cépsides virales quedan lugar a la formacién de viriones (Puig-
Tintoré et al., 2002).

Para que se complete el ciclo productivo del VPH se necesita la expresion de la proteina L2, la
salida del ciclo celular y la expresion de la proteina mayor de la capside L1 para permitir el
empacamiento del genoma. Asi mismo, la proteina E4 se ensambla en las fibrillas amiloides que
disrumpen la estructura de la queratina y compromete el ensamblado normal del estrato corneo
(Doorbar et al., 2016). Los VPHs no presentan una fase litica, por lo que se valen de las
caracteristicas propias de las células que los albergan para propagar su progenie, los cuales son
liberados cuando las células terminales del estrato cérneo sufren el proceso de descamacion

(Premoli et al., 2005), causando asi la infeccion en las células vecinas (Figura 3).

Liberacién del virus
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1.5.2 Potencial oncogénico del VPH
Diversos estudios epidemioldgicos y moleculares han permitido clasificar a los VPH de
acuerdo a su potencial oncogénico en VVPHs de alto riesgo (VPH-AR) y de bajo riesgo (VPH-
BR). Por lo menos 15 tipos de VPH (VPH16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -
59, -68, -73 y -83) son clasificados como de alto riesgo, los cuales se asocian con el desarrollo
de cancer de cérvix, pene, vagina, ano, vulva y orofaringe (Dunne et al.,2013).
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Dentro de los cuales el VPH16 es el més prevalente. Cabe destacar que el DNA de los VPH-
AR se ha encontrado presente en el 99.7% de los especimenes de cancer de cérvix (Walboomers
et al., 1999) y en un 70% de los canceres de orofaringe (CDC report, 2017). Por su parte, los
VPH-BR estan asociados unicamente al desarrollo de papilomas y condilomas, siendo los
VPHG6 y 11 los més prevalentes de este grupo (Alfaro et al., 2013).

1.6 Mecanismo oncogénico del VPH
Si bien es cierto que una infeccion por VPH-AR esta asociada al desarrollo de céncer, esta no
es suficiente, ya que existen una serie de factores propios del hospedero que estan involucrados
en dicho proceso, como su genética y el estado de inmunosupresion que lo podria llevar a
desarrollar una infeccion persistente, misma que juega un papel fundamental en el
establecimiento de la neoplasia (Sasagawa et al., 2010).
El genoma del VPH puede integrarse con el genoma del hospedador representando un punto
clave en el inicio del proceso carcinogénico. El incremento de la expresion de las proteinas E6
y E7 se encuentra asociada con la integracion del DNA viral en el genoma del hospedero,la
transformacion maligna y en Gltima instancia con la progresion a cancer (Forcier et al., 2010).
La integracion del genoma viral con el del hospedador lleva a la disrupcion de la secuencia
del gen E2 provocando una disminucion en la cantidad de esta proteina, la cual es responsable
de reprimir la expresion de E6 y E7. Durante el curso de la infeccion viral, E6 y E7 son las
responsables de la multiplicacion del genoma viral con ayuda de la maquinaria celular (Neveu
etal., 2012; White et al., 2012). Por lo tanto, el desarrollo tumoral mediado por el VPH puede
ser definido como un dafio colateral de la infeccion viral. Las tres principales oncoproteinas
virales (E5, E6, y E7) contribuyen a la iniciacion y progresion del céancer alterando la
regulacién del ciclo celular, el mantenimiento telomerico, induciendo dafio al DNA e
inestabilidad gendmica, ademas de bloguear las vias de sefializacion supresoras de tumor y
apoptosis (Brianti et al., 2017).
Las oncoproteinas E6 y E7 son las proteinas virales transformantes primarias y juegan un
papel importante en la evasion inmune modificando la expresion de citocinas para alterar la
proliferacion celular y la respuesta a interferon. La proteina E7 modula la transcripcion a lo

largo del genoma de la célula hospedera a través de sus interacciones con histonas
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desacetilasas, las cuales activan la transcripcion cuando se eliminan de los promotores (Figura
4). Es importante destacar que la expresion de las proteinas del VPH y la integracion viral
promueven anomalias cromosomicas y la inmortalizacion celular (Moody et al., 2010; Pullos
et al., 2015).
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1.6.1 E6 y su participacion en el mecanismo oncogénico

La proteina E6 estd compuesta por 150-160 aminoacidos con un peso de 18 KDa, la cual posee
dos dominios de union al DNA con estructura de dedos de zinc formados por cuatro motivos
Cys-X-X-Cys (Zanier et al., 2012). Estos motivos son estrictamente conservados en todas las
proteinas E6 y su integridad es esencial para la funcion normal de esta oncoproteina (Kanda,
et al., 1991 y Sherman, et al., 1996). Su dominio carboxilo terminal contiene un motivo de
union a dominios PDZ (PBM, del inglés PDZ Binding Motif) responsable de la interaccion y
degradacion de varias proteinas celulares implicadas en adhesion celular y control de la
polaridad celular epitelial (Massimi et al., 2004; figura 5).

La proteina E6 de los VPH-AR forma un complejo con la ubiquitin ligasa EGAP celular, que
promueve la ubiquitinacion y posterior degradacién de p53 (Scheffner et al., 1990, 1993). La
degradacion de p53 permite varios cambios celulares que facilitan la transformacién de una
célula normal en tumoral, uno de ellos es la induccién de proliferacion celular descontrolada
debido a la evasion de los puntos de regulacion celular (Pal A. et al., 2020). Asi, laperturbacion
de p53 por E6 es significativa para asegurar una proliferacion celular continua. E6 del VPH se

puede unir a la secuencia consenso LxxLL en el dominio conservado de EGAP
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para formar un complejo heterodimérico de E6/E6AP/p53, que en ultima instancia conduce a
la degradacion de p53. Esto lleva a las células a experimentar una division celular
descontrolada, evadiendo los puntos de regulacién preventivos. Ademés, E6 promueve la
inmortalizacion celular al aumentar los niveles de actividad de la telomerasa (Klingelhutz et

al., 1996), perpetuando asi la proliferacion celular.

1.6.2 E7 y su participacion en el mecanismo oncogénico

E7 fue el primer oncogén del VVPH en ser descubierto. E7 es una fosfoproteina relativamente
pequefia de 98 aminoécidos que tiene un dominio de unién a zinc en su porcion C-terminal,
cuya estructura e integridad es critica para la actividad de E7 (Mclintyre et al., 1993 y Rawls
et al., 1990) (Patrick et al.,1994; figura 5). El extremo carboxilo terminal, es conservado y
contiene un dominio de dedo de zinc con dos motivos CXXC separados por 29 residuos de
aminoacidos (Barbosa et al., 1990; Mclntyre et al., 1993). Este dominio es el responsable de
la dimerizacion dependiente de zinc y de mediar las interacciones entre E7 y proteinas
celulares responsables de regular el ciclo celular y apoptosis como p21 y pRb (Ohlenschlager
et al., 2006).

La proteina E7 es regulada post-transcripcionalmente por el proteasoma y por fosforilacion
debido a su interaccion con el complejo de ubiquitina ligasa de la caja Skp-Cullin-F (SCF),
que conduce a una mayor ubiquitinacion de la misma (Oh et al., 2004). Adicionalmente, un
sitio de fosforilacion C-terminal parece ser fosforilado principalmente durante la fase S, pero
la cinasa responsable no se ha determinado (Massimi et al., 2000). La inhibicién de la proteina
del retinoblastoma (pRb) mediada por E7 es un paso crucial para lograr la proliferacion celular
sin restricciones. La interaccion entre E2F y pRb es un punto de regulacion obligatorio para
que las células realicen la transicion de la fase G1 a S. Cuando las células no se encuentran
preparadas para entrar en la fase S del ciclo celular, la proteina pRb permanece unida a la
familia de factores transcripcionales E2 para prevenir que se transcriban los genes necesarios
en la fase S (McLaughlin-Drubin et al., 2013).

En las celulas infectadas por el VPH, E7 marca a pRb para ubiquitinacion, conduciendo a la
liberacion de los factores de transcripcién E2F, que transcriben a ciclina E, ciclina A y
pl6INK4A inhibidor de CDK 4/6, forzando a las células a entrar prematuramente a la fase S
(Boyer et al., 1996). El inhibidor de CDK P16INK4A (proteina supresora de tumor) es un
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blanco importante de la oncoproteina E7 del VPH para regular el ciclo celular (McLaughlin-
Drubin et al., 2013). La proteina p16 es codificada por el gen supresor tumoral CDKN2A, y
acttia como inhibidor de las cinasas dependientes de ciclinas que desaceleran el ciclo celular
actuando en el punto de control entre la fase G1-S mediante la inactivacion de la proteina pRb
(Torres Gomez et al.; 2011). Existe, por tanto, una relacion reciproca entre pRb y p16. Esta
inactivacion se corresponde con una sobreexpresion de p16. E7 desencadena la expresion de
pl6INK4A no solo a través de la degradacion de pRb sino también por la desrepresion
epigenética a través de KDMG6B, desmetilasa especifica de H3K27 6B (McLaughlin-Drubin
etal., 2013).

Las células infectadas por el VPH muestran co-expresion de E6 y E7, las cuales establecen el
ambiente perfecto para las sefiales proliferativas sostenidas (Asmita y Rita 2020). Los
estimulos andmalos de crecimiento creados por la destruccion de pRb por accion de E7 podrian
ser estabilizados por la ausencia de p53 promovida por E6, conduciendo a la evasionde todos
los puntos reguladores anti-tumorigénicos que llevan a la célula a la division celular

incontrolable.

Figura 5. Oncoproteinas E6 y E7 del
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Ademas de E6 y E7, la proteina E5 también juega un rol importante en el proceso oncogenico
inducido por VPH. E5 es una proteina hidrofébica asociada a membrana de 83 aminoacidos
conresidencia en el reticulo endoplasmico. A través de los afios se ha comprobado la actividad
oncogenica de E5 del VPH16, la cual puede inducir transformacién celular junto con E6. Se

sabe que induce proliferacion celular aberrante a través de la activacion mediada por ligando
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de EGFR, inhibiendo apoptosis a través de la degradacion de los receptores Fas y previniendo
la formacion del dominio de muerte ayudando a las células carcinogénicas a evadir la

respuesta inmune para progresar hacia la malignidad (Venuti et al., 2011).

1.7 VPH en HNSCC

Se estima que el VPH es responsable del 7-8% de todas las neoplasias humanas (Cobos et al.,
2014) y de acuerdo con un estudio realizado por el Centro para el Control y Prevencion de
enfermedades (CDC, del inglés Center for Disease Control and Prevention)aproximadamente
el 90 % del céancer cervical y anal, 70% del cancer orofaringeo, vaginal y vulvar y el 60% del
cancer de pene son atribuibles a la presencia del VPH (CDC report, 2017;figura 6). A pesar de
los métodos efectivos de deteccidén y de la amplia aplicacién de vacunas, las neoplasias
producidas por el VPH contintian siendo un importante problema de salud publica debido a la
alta prevalencia de neoplasias asociadas a este virus, donde se ha demostrado un alarmante
incremento en los casos de cancer de cabeza y cuello positivos a VPH (Reid et al., 1982;
GLOBOCAN, 2018; Chaturvedi et al., 2011).

n Causado por VPH tipo 16 y I8 Causado por VPH tipo 31/33/45/52/58 0 Causado por otro tipo de VPH Figura 6. NUumero de casos
anuales estimados de cancer
atribuibles al VPH por sexo,

Cérvix 8,000 1,800

1,100 ‘

g Ano* 3600 [s00[ 10 tipo de cancer y tipo de VPH.
£l Los casos de cancer atribuibles al
2 van - [ ao| a0 VPH fueron estimados
Orofuringe ﬂ%m multiplicandq el ndmero de
canceres asociados al VPH por el

Vagina . 500(-+-200 porcentaje de casos atribuibles al
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2 : ' cancer celular donde se encontré
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E W carcinoma de células escamosas

Pene  gop :gg anal y rectal.

El cancer de cabeza y cuello (HNC) representa el sexto cancer mas comun en todo el mundo
con aproximadamente 630,000 pacientes nuevos diagnosticados anualmente lo que resulta en
350,000 muertes cada afio (Parking et al., 2005). Mas del 90% de los canceres de cabeza y
cuello son carcinomas de células escamosas (HNSCCs, del inglés Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma) que comprende un grupo heterogéneo de malignidades que inician en la
mucosa del tracto aerodigestivo superior, incluyendo el cancer de cavidad oral, laringe y
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orofaringe (Pérez M. et al. 2019) (figura. 8). Se sabe que los canceres de diferentes subsitios
tienen una epidemiologia, anatomia, comportamiento clinico y asociacion Unicos con la
infeccion por el VPH (Dalla Torre et al., 2018).

40 %
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trigono retromolar 25%
iso de la boc e i . iy iy J
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oo (primeros Pilidentluts Céncer de Cabeza y Cuello (HNC, por sus siglas en inglés).
o amiglalina La distribucion aproximada de los HNC es del 40% en cavidad
5 °e Hipofaringe oral, 31% en laringe y 25% en faringe, orofaringe e hipofaringe.
Supraglotis
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El riesgo de desarrollar HNSCC se encuentra asociado a varios factores, incluyendo la dieta,
antecedentes genéticos, consumo de alcohol y tabaco y el estilo de vida sexual. Entre todos
los factores etioldgicos, el consumo de cigarrillos y el consumo excesivo de alcohol
representan los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de HNSCC, los cuales
tienen un efecto sinérgico (Blot et al., 1988). Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha
documentado que la infeccion por VPH-AR es un factor de riesgo al que se le puede atribuir
muchos de los casos de HNSCC. Se sabe que al menos el 12% del cancer de faringe, el 3%
del cancer oral y entre un 30-80% de los casos de carcinoma orofaringeo son causados por el
VPH (Parking et al., 2006) (figura 7). Se cree que una alta frecuencia de sexo oral y un nimero
elevado de parejas sexuales aumenta el riesgo de HNSCC relacionado al VPH (D’Souza et al.,
2009). Los tumores que se desarrollan en cada subsitio anatdmico tienen una epidemiologia,
anatomia, comportamiento clinico y asociacion unica con la infeccion por VPH (Dalla Torre
et al., 2018).
Al igual que otros tipos de cancer, el riesgo de desarrollar HNSCC también aumenta con la
edad y la mayoria de los HNSCC ocurren en pacientes de 50 afios 0 méas. La edad promedio
para el diagnostico de HNSCC relacionado con el tabaquismo es de 60 afios (mediana de edad:
63 afos), mientras que la edad promedio para el HNSCC relacionado con el consumo de
cigarrillo es de 78 afos (Vigneswaran et al., 1995). De manera interesante, el HNSCC
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relacionado con el VPH generalmente se diagnostica a edades mas tempranas que aquellos
relacionados con el consumo de tabaco (CDC 2012). La mediana de edad en el momento del
diagndstico de HNSCC asociado con la presencia del VPH es de 58 afios para los hombres y

61 afnos para las mujeres (CDC 2012, figura 8).
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Figura 8. Tasas estimadas de incidencia estandarizadas en 2018 para HNC (en el mundo). Se muestra la tasa estimada
de incidencia estandarizada por edad del HNC, que incluye céncer de orofaringe, labio, cavidad oral, hipofaringe y laringe
para ambos sexos y todas las edades (Globocan 2018).

1.8 Carcinoma escamoso de la orofaringe (OPSCC)

El cancer que afecta el espacio orofaringeo es una neoplasia maligna compleja y a menudo
implacable, con alta propension a la invasion local (Huber y Tantiwongkosi 2014). La mayoria
de los canceres orofaringeos son carcinomas de células escamosas, representando un 89% de
todos los casos. Los pacientes a menudo presentan un bulto indoloro en el cuello, acompariado
de algunos otros sintomas (Mehanna et al., 2016). Cominmente los sintomas se encuentran
ausentes en los estadios tempranos de la enfermedad, pero se vuelven evidentes cuando existe
una invasion local avanzada, incluyendo dolor, cambios en la coloracion (color rojo o rojo con
matices blancos), disfagia, otitis, pérdida de peso, fijacion de la mandibula y trismus (Huber
y Tantiwongkosi 2014).

La orofaringe se extiende desde la superficie superior del paladar blando hasta la vallecula,
incluyendo la base de la lengua, paladar blando, Uvula, pilares amigdalinos anteriores y

posteriores, las amigdalas palatinas, surco gloso amigdalino y paredes faringeas laterales y
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posteriores (Amin et al., 2017). La mucosa escamosa del anillo de Waldeyer (formado por las
amigdalas, los adenoides y otros tejidos linfoides) es Unica en su estructura, con una mucosa
estratificada escamosa intimamente asociada con el tejido linfoide subyacente (Perry, M.
1994). La membrana basal interpuesta es porosa para permitir la transmigracion de linfocitos
bajo circunstancias normales como parte de los mecanismos de defensa del organismo. En
consecuencia, los carcinomas que se desarrollan en este sitio pueden desarrollar metéstasis sin
una ruptura histolégicamente detectable de la membrana basal. (Buckley et al., 2018 y Howard
etal., 2012).

La preferencia del VPH por la orofaringe es inexplicable, pero puede estar relacionada con la
presencia de mucosa de transicion, predominantemente presente en el tejido de la amigdala y
el cual muestra similitudes histologicas a la mucosa del cérvix (Sturgis et al., 2011;
Hammarstedt et al., 2007). Otra posibilidad recae en las caracteristicas propias del VPH16, el
cual es el responsable del 90-95 % de todos los OPSCC, cuya supervivencia podria verse
beneficiada en el epitelio de la cripta amigdalina (Klussman et al., 2001 y Joseph et al., 2012).
También es posible que la invaginacion de la superficie mucosa de la amigdala favorezca la
captura y el mantenimiento del virus al promover su acceso a las células basales (las Unicas
células en division en el epitelio) (Chu et al., 2013). Siesto es cierto, el tejido amigdalar podria
ser un reservorio para VPH en el tracto aerodigestivo superior. Esta opinion esta parcialmente
respaldada por el hecho de que cuando las muestras orales se recogen mediante enjuague
bucal, la tasa de deteccion del VPH es mucho mayor que con los hisopos (Syrjanen et al.,
2004).

1.9 Epidemiologia
El carcinoma de células escamosas orofaringeo (OPSCC) es uno de los tipos importantes de
HNSCC, el cual se ha convertido en un problema creciente de salud publica ya que su
incidencia ha aumentado draméaticamente en los Gltimos afios. A fines del siglo XX yprincipios
del siglo XXI, las campafas para reducir el tabaquismo disminuyeron las tasas de incidencia
de canceres relacionados con el tabaco, incluidos los canceres de cavidad oral y laringe. Sin
embargo, durante este mismo periodo, las tasas de incidencia de céncer de orofaringe
aumentaron (Sturgis et al., 2007). De acuerdo con los datos del repositorio del programa de

Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (SEER) de Estados Unidos, la
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prevalencia de los canceres negativos para VPH disminuyd en un 50% de 1988 a 2004,
mientras que el carcinoma orofaringeo positivo para VPH aumentd en un 225% (Pytynia et
al., 2014). La incidencia de los OPSCC positivos a VPH (VPH+) es de aproximadamente
38,000 casos diagnosticados cada afio en todo el mundo (de Martel et al., 2017)

Al menos en Estados Unidos, las estadisticas del Centro para el Control de Enfermedades
(CDC) del afio 2012 revelaron que la incidencia de los OPSCC asociados al VPH excedia la
de los canceres del cuello uterino asociados al VPH, lo que hace que el OPSCC sea el cancer
causado por el VPH diagnosticado con mayor frecuencia (CDC 2018).

A diferencia de los canceres de la cabeza y el cuello negativos a VPH (VPH-), los OPSCC
VPH+ se presentan en pacientes mas jovenes con una exposicion minima o nula al tabaco
(Pytynia et al., 2014). Los OPSCC VPH+ tienen un predominio masculino debido a que los
hombres sufren una incidencia de tres a cinco veces mayor que las mujeres en todo el mundo
(Chaturvedi et al., 2008 y Gillison et al.,, 2015). Ademas, estudios epidemioldgicos
demuestran que los pacientes con OPSCC VPH+ tienen un estatus socioeconémico y
educativo alto (Benard et al., 2008).

Los tipos de VPH-AR que se encuentran en cancer de cérvix también se encuentran presentes
en OPSCC, siendo el VPH16 el mas prevalente en ambos tumores (Castellsague et al., 2016).
Sin embargo, una gran proporcion (alrededor del 90 al 95%) de los pacientes OPSCC son
positivos al VPH16 comparado con los tumores de cancer de cérvix, en los cuales
aproximadamente el 60% son positivos a este tipo viral. Adicionalmente, la frecuencia del
VPH18 es mucho menor en los OPSCC (menos del 2%) en comparacion con los tumores de
cérvix (10%), de hecho, el VPH33 es el segundo tipo viral de alto riesgo mas prevalente en
OPSCC (3.3 %).

1.10 Prondstico
Los pacientes con OPSCC usualmente tienen un pobre prondstico, el cual depende del estadio
en el que se encuentre el tumor al momento del diagndstico y a la edad del paciente. En general
la supervivencia a 5 afios se encuentra entre el 40 y 50 % (Simran K. et al. 2018). El estatus
de infeccion con VPH ha sido reconocido como un factor prondstico critico en este tipo de
cancer, pues los pacientes positivos a VPH en cualquier estadio clinico, tienen un mejor

prondstico en comparacion con los pacientes con tumores negativos al virus (Wu, W. et al
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2019), los cuales tienen casi 3 veces mas probabilidades de morir por cancer (Syeling L. et al,
2016). Este prondstico favorable estd relacionado con una mejor respuesta a las terapias
convencionales (predominantemente radioterapia) en comparacién con los pacientes con
tumores VPH- con un historial de consumo de alcohol y tabaco, los cuales muestran un 57%
de supervivencia a 5 afios en comparacion al 82% de supervivencia de los pacientes con
tumores VPH+ (Vigneswaran N, et al. 2014).

A pesar que muchos pacientes con OPSCC positivos a la presencia del VPH experimentan una
favorable supervivencia libre de enfermedad con las terapias actuales, aproximadamenteun
25% de estos terminan desarrollando recurrencia tumoral y mueren a causa de esta (Lay J.et
al. 2014). Asi mismo, una gran proporcion de los pacientes con HNSCC son frecuentemente
diagnosticados hasta que su enfermedad ya ha alcanzado un estadio clinico avanzado,
requiriendo un tratamiento agresivo y costoso que podria no curarlos, con recurrencias en el
50% de los pacientes (Cadoni G. et al. 2017). Ademas, mas del 50% de los pacientes con
HNSCC cursan con dificultades para tragar como principal efecto colateral post tratamiento
lo cual impacta en su calidad de vida (Clark J, et al. 2019) dejando de manifiesto la necesidad
de identificar pacientes que podrian ser beneficiados con la terapia convencional ya que los
pacientes con OPSCC VPH+ pueden ser candidatos para un tratamiento menos agresivo, por
lo tanto, es fundamental el establecimiento de biomarcadores de diagnostico y pronostico en

OPSCC que permitan la correcta seleccién de pacientes y asi evitar el sobre tratamiento.

1.11 Diferencias entre los OPSCC VPH+ y VPH-
De acuerdo con las pautas nacionales de la Red Integral de Cancer (NCCN del inglés, National
Comprehensive Cancer Network) se recomienda la "prueba de VPH para todos los tumores
orofaringeos"(NCCN 2008). Abundante evidencia sugiere que los casos VPH+ y los VPH-
representan subgrupos diferentes de OPSCC, cada uno con perfiles epidemioldgicos y
bioldgicos unicos (Van Monsjou et al., 2010 y Mignogna et al., 2004). Los pacientes OPSCC
VPH+ son usualmente diagnosticados en estadios avanzados, con un tamafio tumoral pequefio
y una alta diseminacion nodal (Huang et al., 2012 y Goldenberg et al., 2008). Desde la
perspectiva histopatologica, son usualmente no queratinizados, indiferenciados o carcinomas
de células escamosas basales (Gillison et al., 2012 y Huang et al., 2012). Ademas, muestran

una menor proporcion de segundas neoplasias primarias, probablemente debido a una menor
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exposicion a otros factores de riesgo como el consumo de tabaco o el consumo de alcohol

(Peck et al., 2013 y Martel et al., 2017). Las principales diferencias entre los pacientes con

OPSCC VPH+ y VPH- se resumen en la siguiente tabla.

Tablal. Diferencias principales entre los pacientes con HNSCC VPH (+) y VPH (-).

HNSCC VPH () HNSCC VPH (+)

Factor de riesgo
Edad
Tendencia de incidencia

Localizacion del tumor en cabeza y
cuello

Estadio
Imagen radioldgica
Caracteristicas histopatoldgicas
Diferenciacion tumoral
Alteraciones biologicas y genéticas:
CDKN2A
Sobreexpresion de p16/Vk4a

EGFR

pS3

pRb

PIK3CA

TRAF3
Resultados después de tratamiento
Diseminacion metastdsica
Comorbilidad
Segundos tumores primarios

Estrategias preventivas

Alcohol, Tabaco
Mayores

Disminuyendo
Cualquiera

Cualquiera
Cualquiera
Queratinizado

Cualquiera

Comun
Raro

Comiin (amplificacion)

Comun

Raro

Comuin
Raro
Peor SGy SLP
Si
Si
Si

Quitar ¢l tabaco y alcohol

Ntimero de parejas sexuales
Jovenes

Aumentando
Base de la lengua, amigdalas

Gran participacion de N
Compromiso ganglionar quistico
Basaloide, no queratinizado

Indiferenciado

Raro
Comun
Raro

Raro (degradacion de p53 por
E6)

Raro (degradacion de pRb por
E7)

Comuin
Comun
Megjor SG y SLP
Raro
No
No

Vacunacion

SG, sobrevida global.; SLP, supervivencia libre de progresion.

Tomada y modificada de Taberna, et al., 2017.

22



1.12 Respuesta a radioterapia
La radioterapia es un componente critico en el manejo locoregional del cancer y se utiliza en

alrededor del 50% de los pacientes que padecen esta enfermedad (Hoskin et al., 2006). Se ha
demostrado que los pacientes OPSCC relacionados a la presencia del VPH son mas
radiosensibles que los no relacionados (Lassen et al., 2011 y Kimple et al., 2013). La
radiosensibilidad podria verse influenciada por varios factores asociados con las
caracteristicas moleculares de los tumores positivos a VPH. Por ejemplo, la sefializacion de
apoptosis después de la radiacion es mayor en el OPSCC VPH+, probablemente debido a la
activacion de una fraccion basal de p53 de tipo nativa, que no esta presente en los tumores
negativos al VPH que muestran mutaciones somaticas de p53 (Kimple et al., 2013). Como
resultado de la activacion alterada de los mecanismos de reparacion de recombinacion
homologa del DNA y no homdloga, las células positivas para el VPH no resuelven las rupturas
de doble cadena inducidas por la radiacion, aumentando su radiosensibilidad intrinseca
(Rieckmann et al., 2013 y Weaver et al., 2015).

Las diferencias en el microambiente tumoral también pueden tener un impacto importante en
la respuesta a la radiacion. En este sentido, la sefializacion inducida por hipoxia, que confiere
radiorresistencia en el OPSCC no relacionado con el VPH, es menor en los casos positivos al
VPH (Hanns et al., 2015). Aunque la activacion de E6 y E7 se encuentra asociada con la
activacién de mecanismos para evadir la respuesta del sistema inmune, la infiltracion inmune
es mayor en los tumores positivos al VPH que en los negativos al mismo y esto podria estar
asociado con una mayor respuesta a la radioterapia (Saber et al., 2016).

Las decisiones de tratamiento con RT se basan en factores clinicos, indicadores patologicos,
extension de la cirugia y/o eleccion médico-paciente, en lugar de perfiles moleculares
tumorales predictivos de recurrenciay probable sensibilidad a la RT. Como resultado, algunos
los pacientes son tratados con RT, aunque sus tumores son relativamente resistentes y es poco
probable que estos pacientes obtengan beneficios terapéuticos. Esto representa un tratamiento
excesivo en términos de recursos y contribuye a la morbilidad inducida por el tratamiento
(Clarke et al., 2005). La existencia de biomarcadores indicativos de la probable respuesta a
RT permitiria asignar las terapias de una manera mas eficaz. Dentro de los diferentes
candidatos a biomarcadores estudiados, se encuentra el proteasoma 26S, el cual es uncomplejo

macromolecular encargado de la degradacion de la mayoria de las proteinas
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celulares que ha sido asociado con la evolucion de pacientes con cancer después de recibir en
dos estudios independientes, posicionandolo como un biomarcador predictivo de interés.

Ademas, por si mismo es un objetivo para la terapéutica del cancer.

1.13 Sistema ubiquitina-proteasomay cancer
El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) es responsable de la degradacion de alrededor del
80% de las proteinas en las células eucariotas (Craiu A. et al., 1997), en donde el proteasoma
26S es el elemento central de la proteostasis, el cual es importante para la degradacion de
factores proteicos en mdltiples vias celulares desempefiando un papel fundamental en la
estabilidad celular (Bernat et al., 2019). La degradacion de una proteina por el UPS es
tipicamente mediada por la unién covalente dependiente de energia, de una cadena que consta
de varias moléculas de ubiquitina (Ub) a una o mas lisinas dentro de la estructura de la proteina
blanco mediante la accion concertada de tres enzimas, E1, E2 y E3. Posteriormente, la proteina
poliubicuitinada es reconocida por una proteasa multicatalitica denominada proteasoma 268,

quien la degrada.

m /\ Figura 9. Sistema Ubiquitina Proteasoma. A

.e A través de la accion secuencial de las enzimas

+ATP 5 ’AVD El, E2 y E3, una proteina a degradar se

e @ A : modifica con una cadena de poliubicuitina que
+(@® 5

sirve como sefial de destruccion para el
proteasoma 26S, el cual se encarga de degradar
dicha proteina.

Sustrato
escindido

1.13.1 Ubiquitina
La Ub es una proteina pequefia de s6lo 76 aminoacidos (8 kDa) la cual se encuentra presente
y muy conservada en todos los eucariontes en los que hasta ahora se ha buscado (Goldstein et
al., 1975). Cada residuo de Ub tiene la capacidad de formar un enlace isopeptidico con otra
Ub en el cual la glicina del extremo carboxilo se une covalentemente con una lisina de otra
molécula de Ub. Como la molécula de Ub tiene 7 lisinas (posiciones 6, 11, 27, 29, 33 48 y
63), las cadenas de Ub pueden adoptar diferentes topologias dependiendo de la union de la
glicina a cualquiera de las 7 lisinas (Woelk et al., 2007). La topologia de la cadena de
poliubicuitina determinara el destino de la proteina blanco. Por ejemplo, cadenas conectadas
a través de lisina 48 marcan proteinas que seran degradadas en el proteasoma 26S y las

marcadas en la lisina 63 son dirigidas a procesos de endocitosis (Mukhopadhyay et al., 2007).
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Para el caso de las proteinas que seran degradadas en el proteasoma, al menos 4 moléculas de
Ub son necesarias para su reconocimiento por éste (Deveraux et al., 1994). La Ub es unida al
grupo -NH: de una lisina interna de la proteina blanco en una cascada de conjugacion que
ocurre en tres pasos sucesivos (figura 9). La Ub es primero activada en una reaccion
dependiente de ATP por la enzima activadora de Ub o E1. Una cisteina catalitica en E1 es
usada para formar un intermediado Ub-S-E1 con un enlace tioéster de alta energia entre la
cisteina y el grupo carboxilo de la glicina del C-terminal de la Ub. Mediante una reaccion de
trans-esterificacion el complejo Ub-S-E1 transfiere la Ub a la cisteina del sitio activo de la
enzima conjugadora de Ub, tambien llamada E2, formando un complejo E2-S-Ub. Finalmente,
E2-S-Ub transfiere la Ub a la proteina sustrato (S) en una reaccion facilitada porla ligasa de
Ub o E3 (Kornitzer et al., 2005). Esta cascada de conjugacion de Ub puede entonces repetirse
multiples veces hasta formar una cadena de poli-Ub para que la proteina blanco pueda ser
reconocida por el proteasoma 26S.

1.13.2 Proteasoma 26S

El proteasoma 26S tiene una configuracion estructural que confina los sitios activos
proteoliticos en una ubicacion inalcanzable para proteinas nativas y funcionales, evitando asi
la degradacion inespecifica y descontrolada (Bernat et al., 2019). Este complejo
macromolecular de 2.6 MDa, consiste de una unidad catalitica central (CP o 20S) en forma de
barril de 28 subunidades cuyos sitios activos proteoliticos se encuentran en el interior de esta
particula central y por 1 o 2 particulas regulatorias que comprende al menos 19 subunidades
(RP 0 19S) posicionandose en uno o ambos extremos de la CP (revisado por Tomko et al 2013
y Finley et al., 2016, figura 10). La particula reguladora tiene el importante papel de recibir,
eliminar la etiqueta poliUb, desdoblar y translocar los sustratos hacia la CP (Wehmer et al.,
2017).

Los proteasomas se distribuyen por toda la célula, se detectan en el citoplasma y en el nicleo,
y muestran hotspots en distintas regiones intracelulares o sitios especificos con alto
metabolismo proteico o con requisitos especificos de degradacion de proteinas (Bernat et al.,
2019).
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Figura 10. Composicion del proteasoma 268S. El
proteasoma estd formado por dos particulas
19S RP reguladoras colindantes con una particula central
de forma cilindrica. La particula central esta
formada por dos anillos o y dos anillos B. La

Tapa

Base particula reguladora consta de una base y una tapa.

J Rpn10 esta en la interfaz entre estos complejos (se

,al {oa 03 aA as\aq(ﬂ; & muestra en gris_). La tapa (rosa) con'giene las
AN —\ AN AN subunidades indicadas, de las cuales aun no se

B3 \B4) s 1B7) B soscp comprende bien su funcion, con la excepcion de la

( 57 X ps p4 X 53 B subunidad Rpn11, que funciona como una enzima
aﬂaﬁnas a; 03 a.al des-ubiquitinante. La base contiene un anillo
N o formado por seis AAA-ATPasas, Rptl-6 (anillo

lila) y las subunidades Rpnl, Rpn2 y Rpnl3. La
particula central contiene 2 estructurasde anillo
Base | heteroméricas, cada uno presente dos veces. El
19S RP anillo oy  estan formados por siete subunidades.
Las subunidades B en color rojoindican los sitios

con actividad proteasa.

J

1.13.3 Particula central

La CP es una estructura con forma de barril compuesta por cuatro anillos heptaméricos
apilados que forman una camara proteolitica. Los anillos externos estan formados por las
subunidades a y los centrales por las subunidades p (Roos-Mattjus, P. et al., 2004 y Kurepa,

J. et al., 2008). La unién de los cuatro anillos forma una cavidad central en la cual tres de las
subunidades B presentan actividad proteolitica: B1, 2 y B5 (Kurepa, J. et al., 2008). Las
subunidades a estan encargadas de controlar la entrada de la proteina blanco en la cavidad
proteolitica y de regular las interacciones entre la CP y la RP. Para la degradacion de los

sustratos ubicuitinados se necesita que la RP esté unida a la CP.

1.13.4 Particula regulatoria
La RP asu vez, estd formada por la base y la tapa. La base esta conformada por 9 subunidades,
6 de ellas con actividad de ATPasa (Rptl-Rpt6), con una funcién parecida a la de las
chaperonas de desdoblar a las proteinas que seran degradadas y 3 sin actividad de ATPasa
(Rpnl, Rpn2 y Rpnl0). Las ATPasas forman un anillo hexagonal, comdn en este tipo de

enzimas, que esta en contacto con las subunidades o de la particula central.
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Por su parte, la tapa esta constituida por 12 subunidades sin actividad de ATPasa (Rpn3-9,11-
12) con una forma parecida a un disco que puede separarse y unirse al resto de la particula,
que interaccionan con las subunidades a de la CP y funcionan abriendo la cavidad central e
introduciendo los sustratos en esta (Roos-Mattjus, P. et al., 2004 y Book, A.J. et al., 2010).
La RP realiza ademas las funciones de reconocer la cadena de poliubicuitina y unir
selectivamente a las proteinas a degradar y de remover las cadenas de Ub con su actividad de
desubicuitinasa (Roos-Mattjus, P. et al., 2004).

1.13.5 Proteolisis

La proteina sustrato debe tener al menos cuatro ubiquitinas unidas para ser reconocida. La
subunidad Rpn10 se asocia con la poliubiquitina mientras las subunidades Rpn1-Rpn2 de la
RP se unen a la proteina. Enzimas desubiquitinizantes separan las ubiquitinas y las
subunidades con actividad de ATPasa, utilizando la energia del ATP, produciendo el
desplegamiento de la proteina mientras la hacen pasar hacia la cdmara interior de la particula
central mediante cambios de conformacion de las subunidades o que obstruyen la entrada. A
medida que la proteina va atravesando la cdmara, se produce la hidrolisis de los enlaces
peptidicos y los péptidos asi formados son liberados a través de la RP. Los péptidos formados
tienen una vida media muy corta, pues son atacados rapidamente por proteasas Yy
aminopeptidasas. Cada proteasoma procesa solamente un sustrato a la vez (Hernandez R. et
al., 2013).

1.14 Proteasoma 26S como biomarcador de respuesta a radioterapia
Los trabajos en los que evallan la respuesta a RT en cancer, se han centrado en la expresién
de la subunidad p32 de la particula central 20S del proteasoma. Desafortunadamente, el gen
que codifica esta subunidad y por lo tanto su funcién molecular exacta aun no es clara. Sin
embargo, la evidencia indica que la baja expresiébn de p32 en tumores se asocia
significativamente con un aumento en la recurrencia local en pacientes con cancer de laringe
que fueron tratados con RT con intencion curativa (Smith L. et al., 2009). De manera similar,
la baja expresion de p32 se asocio significativamente con un aumento de las recurrencias
locales en una pequefia cohorte de pacientes con cancer de mama que fueron tratadas con RT

adyuvante (Elfadl D. et al., 2011). Por otra parte, el estudio realizado por Langlands en 2014
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encontrd que la baja expresion de PSMD9, una subunidad de la RP del proteasoma 26S, se
asocio a baja recurrencia locoregional después de recibir RT en tumores mamarios (Langlands
etal., 2014).

1.14.1 Proteasoma 26S y VPH
Se ha determinado que los tumores de orofaringe positivos al VPH poseen una mejor tasa de
respuesta a tratamiento basado en radiacion sin que a la fecha se conozcan los mecanismos

implicados en la respuesta a tratamiento inducida por el VPH (Ang et al., 2010).

Es bien sabido que la regulacion de proteinas celulares por parte del VPH involucra una serie
de interacciones mediadas por la presencia del motivo LXXLL y el dominio PDZ en proteinas
celulares clave, impactando en procesos como proliferacion, diferenciacion, adhesion y
motilidad celular (Manzo-Merino et al., 2013). Por otra parte, las proteinas celulares que
gobiernan funciones importantes, como la transduccion de sefiales, el control del ciclo celular,
la regulacion transcripcional y la apoptosis, son sustratos del proteasoma 26S y gracias a que
se ha demostrado su valor predictivo en respuesta a RT en diferentes tipos de cancer, resulta
de gran importancia evaluar su valor predictivo en CaOF y su posible modulacion por parte
de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH. Para dicho prop6sito nos enfocamos en la subunidad

PSMD?9, la cual forma parte de la RP del proteasoma 26S.

1.14.2 PSMD9

PSMD9 (subunidad reguladora 9 del proteasoma 26S no ATPasa; también conocida como
bridge-1, SEM1, p27 o Rpn4) es una proteina de 25 KDa codificada por el gen PSMD9 en el
cromosoma 12024.31-q24.32. PSMD9, se expresa de forma ubicua en todos los tipos de
células en mamiferos y parece estar en niveles particularmente altos en los tejidos de la
epidermis linfatica, endocrina, renal y cutanea (Uhlen M. et al., 2010).

PSMD9 se caracterizd por primera vez a través de su interaccion con las chaperonas
proteasomicas PSMC6 y PSMC3, con las que forma un complejo que modula el ensamblaje
del proteasoma 26S a partir de las subunidades 20S y 19S. Ademas de este papel en el
proteasoma, también se sabe que PSMD?9 tiene un papel independiente como corregulador

transcripcional. PSMD?9 regula la expresién génica de genes diana especificos mediante la
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union de su dominio PDZ a los factores de transcripcion PDX-1, E12 y E47 (Stanojevic V. et
al., 2005 y Thomas MK. et al., 1999).

A la fecha, aun no se ha obtenido la estructura tridimensional completa de PSMD?9, pero los
analisis de su estructura secundaria han revelado la presencia de un dominio PDZ Unico, un
dominio asociado con interacciones proteina-proteina especificas, y se asume que este
dominio sustenta ambos roles funcionales. El impacto regulador de PSMD9 tanto en la
actividad proteasomal como en la transcripcion sigue sin estar claro.

Por otra parte, PSMD9 pertenece a un conjunto de proteinas que han mostrado ser blancos de
interaccion de la oncoproteina E6 del VPH (Tomai¢ 2013), ademas de que la presencia de un
dominio PDZ en su estructura la hace susceptible a ser regulada por la oncoproteina E6 del
VPH. Por lo que resulta importante conocer el efecto que las oncoproteinas del VPH podrian
ejercer sobre PSMD9, asi como la relacion entre la presencia del VPH en los niveles de
PSMD9 con el desenlace clinico de los pacientes con CaOF que recibieron radioterapia con el
fin de proponer biomarcadores especificos y confiables que ayuden a pronosticar el desenlace

de la enfermedad.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de la infeccién por VPH continta siendo un problema de salud publica en
nuestro pais. Asi mismo, la prevalencia e incidencia del CaOF se ha incrementado en los
ultimos afios alrededor del mundo, principalmente en individuos del sexo masculino. Este tipo
de céancer presenta un pobre pronostico, con una tasa de supervivencia a 5 afios menor al 50%
sin que existan factores prondsticos claros que definan el tiempo de sobrevida en esta
neoplasia.

Diversos estudios sefialan una mejor respuesta a tratamiento en los casos positivos al VPH sin
gue al momento se conozca el mecanismo que confiere esta sensibilidad. Sin embargo, la mera
presencia del VPH no es un biomarcador informativo para la prediccion de la respuesta a
tratamiento por lo que es necesario investigar proteinas celulares que puedan explicar el

desenlace clinico en pacientes con CaOF positivos a VPH.
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3. JUSTIFICACION

Existe una ferviente necesidad de identificar los mecanismos implicados en la respuesta a
tratamiento mediada por el VPH en CaOF. La presente investigacion proveera informacion
acerca del efecto que las oncoproteinas virales E6 y E7 del VPH16 ejercen sobre la sub-unidad
26S del proteasoma, asi como determinar su potencial uso como biomarcador en este tipo de
cancer ayudando a entender la participacion de esta sub-unidad en la sensibilidad a

radioterapia.

4. HIPOTESIS

Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH disminuyen los niveles de PSMD9 y esta disminucion
estd asociada a una mayor sensibilidad al tratamiento basado en radio terapia en pacientes con

cancer de orofaringe.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar el efecto de las oncoproteinas del VPH sobre los niveles de PSMD9 y su

asociacion con la respuesta a radio-terapia en pacientes con cancer de orofaringe.

5.2 Obijetivos especificos
Enuna linea celular inmortalizada:
1. Determinar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre los niveles de
PSMD?.
Empleando los archivos clinicos del servicio de patologia del Instituto Nacional de
Cancerologia:
2. Generar una base con los datos demogréficos, clinicos y patoldgicos de pacientes con
OPSCC.
3. Determinar la prevalencia y tipo de VPH mediante PCR.
4. Determinar el grado de expresion de PSMD9 mediante inmunohistoquimica.
5. Determinar la asociacion de la presencia de VPH y el estatus de expresion de PSMD9

con el desenlace clinico de los pacientes mediante andlisis estadistico.
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7. METODOLOGIA

7.1 Disefio de la investigacion

Tipo de estudio: El proyecto consta de dos fases: retrolectivo/descriptivo e In vitro

Universo del estudio: Pacientes con diagnostico histoldgico de cancer de orofaringe que
acudieron al INCAN entre los afios 2000 a 2015.

Sede y lugar del estudio: Laboratorio de Agentes Bioldgicos Infecciosos y Cancer del Instituto

Nacional de Cancerologia.

Criterios de inclusion:

Expediente pertenezca a un paciente con diagnostico histopatolégico de Céancer de
Orofaringe

Virgenes al tratamiento

Pacientes que completen el tratamiento primario
Se haya evaluado respuesta a tratamiento
Tratamiento administrado con fines curativos

Historia clinica completa

Criterios de exclusién:

Datos incompletos
Sin existencia de blogue de parafina
Pacientes que no completaron el tratamiento primario

Pacientes metastasicos

Criterios de eliminacion: Muestra con material y calidad insuficiente (DNA sin integridad).

Recursos financieros: los insumos necesarios para este estudio fueron provistos por elInstituto

Nacional de Cancerologiay el CONACYT a través del PRONAII-7-virus y cancer, nimero de
referencia: 303044.
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7.3 Metodologia
7.3.1 Modelos celulares

Se emplearon 2 modelos celulares en este trabajo, en primer lugar, la linea celular
inmortalizada HaCaT (Human Keratinocytes Cells). Las células HaCaT fueron mantenidas en
medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con Suero Fetal Bovino
(SFB) al 10% (DMEM +/-) e incubadas a 37°C al 5% de CO.. Por otro lado, también se utilizé
la linea celular C33A con expresion estable de las oncoproteinas E6 y E7del VPH y del vector
vacio p3X. Esta linea celular fue proporcionada por el laboratorio de la Dra. Marcela Lizano
Soberdn del Instituto Nacional de Cancerologia, la cual fue mantenida en medio EMEM
(Eagle's Minimum Essential Medium) suplementado con SFB al 10% y al 2% de geneticina
(EMEM +/+) incubadas a 37°C al 5% de COx.

7.3.2 Transfeccion

Para determinar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 sobre los niveles de
PSMD9, se realizé la transfeccion transitoria (el DNA introducido no se integra al genoma de
la célula) en células HaCaT con plasmidos que contienen los genes que codifican para dichas
oncoproteinas. Para ello, una vez que se obtuvo la cantidad necesaria de células, estas se
tripsinizaron, contaron y sembraron 280,000 por cada placa p60 en un volumen final de 2 mL
de medio DMEM +/- para los ensayos de Western Blot (WB). Para los ensayos de
Inmunofluorescencia (IF) se sembraron 180,000 células en placas de 6 pozos con un
cubreobjetos en el fondo de cada pozo en un volumen final de 2 mL de medio DMEM +/-,
tanto las placas p60 como las placas de 6 pozos se dejaron adherir por 12 horas antes de iniciar
la transfeccion (figura 11).

Después de la adherencia de las células, se colocaron 100 uL de medio DMEM -/- (sin
suplementar con SFB) en tubos eppendorf de 1.5 mL, a cada tubo se le agregaron 3500 ng de
los plédsmidos correspondientes (pCA, pcDNA16E6HA y pcDNA16E7HA), los cuales
contienen los genes que codifican para las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 unidos a la
etiqueta hemaglutinina (HA). El vector vacio, sin los ORFs correspondientes fue empleado
como control de la técnica. Esta mezcla se incubd duranter 5 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de incubacion a cada tubo se le agregaron 8 uL de PolyFect (QIAGEN)

y se dejo incubar por 20 minutos. Durante el tiempo de incubacién se cambié el medio a las
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células sembradas en las placas p60 y placas de 6 pozos agregando 1.5 mL de medio DMEM
+/-.

Pasados los 20 minutos de incubacién, se agregaron 600 pL de medio DMEM +/- a los tubos
eppendorf que contienian los plasmidos y la PolyFect mezclando suavemente. Esta mezcla se
agrego a la caja p60 o pozo correspondiente cuidando no tocar el fondo. Por Gltimo, las cajas
p60 y placas de 6 pozos se dejaron incubar por 24 horas a 37°C al 5% de CO2 (figura 11).
Transcurridas las 24 horas de la transfeccion, las células se lisaron para obtener las proteinas
totales y asi ser evaluadas mediante la técnica de WB. Para los ensayos de IF, transcurridas
las 24 horas las células contenidas en las placas de 6 pozos se fijaron, realizando el protocolo

que se describe en el apartado de IF (figural2b).

280,000 células

Tipsinize Incubar 12 Figura 11. Esquema de latransfeccién
Contar horasa 37°C y T ,
SaEmbiaF 5% CO. transitoria de la linea celular HaCarT.
- o — —_ La transfeccion es un proceso mediante
ﬂ —_— 180,000 células  Adherencia el cual material genético exdgeno es

introducido a una célula eucariota. La
polyfect es un reactivo que consiste en
moléculas de dendrimeros activados de

Células HaCaT

Complejo arquitectura esférica definida, con
3500 ng PolyFect 5 DNA-PolyFect ramas que irradian desde un nicleo
gk % m# central. Las ramas terminan en grupos
e g ) o > amino cargados, que pueden interactuar
DMEM -/- ) y con los grupos fosfato de los &cidos
ey E —_ nucleicos. La polyfect ensambla eIDNA
Agregarpl F] en estructuras compactas, que se unen a
¢ meubar ¥ incubar la superficie celular y se introduce en la
= 5 min 20 min celula mediante endocitosis
. — inespecifica. La polyfect se agrega a la
37°C y 5% CO; | solucion de DNA y se incuba por 20
/W\‘ | min, se agrega medio de cultivo y por

—— Q —) Gltimo se adiciona a las células.

medio DMEM+/-y —
mezclar suavemente Agregar \ ﬁ

Las células C33A, con expresion estable del vector vacio p3X y de las oncoproteinas E6 y E7
del VPH16, se sembraron en placas p60 a una densidad de 280,000 células en un volumen
final de 2 mL de medio EMEM +/+ para los ensayos de WB. Para los ensayos de IF se
sembraron 180,000 células en placas de 6 pozos con un cubreobjetos en el fondo de cada pozo
en un volumen final de 2 mL de medio EMEM +/+, tanto las placas p60 como las placas de 6

pozos se incubaron durante 24 horas a 37°C al 5% de CO..
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Transcurridas las 24 horas de incubacion las células se lisaron para obtener las proteinas
totales y asi ser evaluadas mediante la técnica de WB. Para los ensayos de IF, transcurridas
las 24 horas las células contenidas en las placas de 6 pozos se fijaron, realizando el protocolo

descrito en la seccién de IF.

A
@ ,// 280,000 células -
Tripsinizar Incubar 24 h a
C33AP3X T 37°C y 5% CO,
. | Sembrar Figura 12. Representacion esquematica del
— ) —~ manejo de la linea celular C33A con expresion
“C33A-P3XE6 180,000 cétulas ﬁr estable del vector p3X y las oncoproteinas E6 y
‘ E7 del VPH. Una vez que las células alcanzaron
una confluencia del 80%, las células se
RO tripsinizaron, contaron y sembraron para los

diferentes ensayos. En placas p60 se sembraron
B 280,000 células y en las placas de 6 pozos se
sembraron 180,000 células. Posteriormente, las
placas respectivas fueron incubadas durante 24 h a

? ' ' ' — 37°C y 5% CO». Pasado ese tiempo, las células de
células Proteinas WestaiT Blit las placas p60 se I|s_aron para obtengr las proteinas
iotales totales, para posterior andlisis mediante WB. Las
células en las placas de 6 pozos se fijaron para su
posterior andlisis mediante inmunofluorescencia.
— —_—
Fijar células -

Inmunofluorescencia

7.3.3  Western blot
Las proteinas totales contenidas en los lisados celulares fueron separadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(SDS-PAGE). Posteriormente, fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa de
tamano de poro 0.20 pm, utilizando una soluciéon 25 mM Tris, 190 mM glicina y 20% de
metanol aplicando un voltaje constante de 25 mV por 1:30 horas. Luego del tiempo necesario
de electrotransferencia, la membrana se bloqued durante 1 hora a temperatura ambiente con
una solucién de TBS-T (Tris Buffer Saline with Tween™: Tris 20mM, NaCl 137 mM, 0,1 %
Tween-20, pH 7,6)/7% de BSA (Bovine serum albumin). Posteriormente la membrana se
incubd con el correspondiente anticuerpo primario en la dilucién determinada en TBS-T
(Tabla 2) durante toda la noche a 4°C o durante 2 h a temperatura ambiente. Para identificar a

la proteina de interes se utilizé el anticuerpo anti-PSMD9, como control de carga se utilizo el
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anticuerpo dirigido a a-tubulina y para verificar la correcta transfeccion de las lineas celulares

se utilizo el anticuerpo anti-HA.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Wester Blot.

Anticuerpo Especie Dilucién
Anti- PSMD9 (Sigma-Aldrich HPA-40512) Conejo 1:500
HA (Santa Cruz sc-805) Raton 1:1000
a- tubulina (Abcam ab7291) Raton 1:15000

Luego de la incubacion, la membrana se lavd sucesivamente con TBS-T (3 lavados de 10
minutos), para luego incubarla con el anticuerpo secundario conjugado a la enzima HRP
(peroxidasa de rabano) contra IgG de la especie del anticuerpo primario. Posteriormente la
membrana se lavo 3 veces durante 10 min con TBS-T. Para finalmente proceder al revelado.
La proteina de interés se identifico mediante la reaccion de quimioluminiscencia empleando
los reactivos de Immobilon Western (Chemiluminiscent HRP Substrate Millipore). En cuarto
obscuro, la membrana fue entonces expuesta a una placa fotografica durante tiempos variables
y los resultados se obtuvieron al revelarlas. Para el analisis de datos, las bandas obtenidas se
cuantificaron mediante el programa “ImagelJ” (Figura 13).

@ Células @ Proteinas Totales @ SDS-page

Proteina de interes

Figura 13. Representacion
esquematica de la técnica de WB.
En primer lugar, las células a analizar
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totales y posteriormente estas se
separan mediante electroforesis por
peso molecular en un gel de
@Electrotransferencia @Inmunodeteccién @ Revelado poliacrilamida. Las  proteinas
separadas se transfieren del gel a una
membrana de nitrocelulosa. La

Sustrato Producto | g
membrana se incuba con un
‘ anticuerpo especifico a la proteina de

[ ] - ,las .z
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[ I reaccion de quimioluminiscencia.
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PVDF Ab- especifico de
proteina de interes
anti- PSMD9
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7.3.4 Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica que permite detectar y localizar antigenos especificos
en células o tejidos mediante anticuerpos unidos quimicamente a una sustancia fluorescente.
Una variante de esta es la inmunofluorescencia indirecta (IFI), en ella solo los anticuerpos
secundarios se encuentran conjugados al compuesto fluorescente y al ser expuestos a energia
luminosa en una longitud de onda adecuada emiten fluorescencia dando paso a su deteccion
y su posterior cuantificacion (Im et al., 2019). Una vez que se cumplieron los tiempos de
incubacion, las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) en PBS al 3.7%. y lavadas
tres veces con PBS Posteriormente, las células fueron permeabilizadas utilizando una solucion
de PBS al 0.1% de Triton X-100 para cubrir los cubreobjetos y se incubo por 5 minutos.
Después las células se lavaron 3 veces con PBS. Luego, los cubreobjetos se incubaron por 1
hora a temperatura ambiente con una solucion de PBS/Tween 0.1%/1% BSA para saturar
lugares inespecificos de unidn. Transcurrido el tiempo de incubacién, las células se lavaron
con PBS 3 veces.

Finalmente, los cubreobjetos se incubaron con los correspondientes anticuerpos primarios
anti-PSMD9 (ThermoFisher, cat: PA5-60652) y HA (ROCHE) para verificar la correcta
expresion de E6 y E7, en una dilucién 1:50 durante toda la noche a 4°C en camara hiumeda.
(Roche). Al dia siguiente, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS, para retirar el
anticuerpo excedente. Posteriormente, se agrego el anticuerpo secundario unido al fluoréforo
Alexa 488 o0 Alexa 555. Se incub6 atemperatura ambiente en cdmara humeda durante 2 horas.
Después los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS y 3 veces con agua destilada. Por altimo,
se realizd el montaje de las laminillas con medio Vectashield (Cat. H-1200 Vector
Laboratories®) que contiene 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI), compuesto con alta afinidad
por el DNA de modo que se intercala y facilita la localizacion de los nucleos celulares (Figura
14).
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7.3.5 Pull Down

El ensayo pull down es un método in vitro que se utiliza para determinar si existe interaccion
fisica entre dos 0 méas proteinas. Los ensayos pull-down son una forma de purificacion por
afinidad y son similares a la inmunoprecipitacién, excepto que se usa una proteina "sefiuelo"
en lugar de un anticuerpo. Se emplearon plasmidos que expresan las proteinas E6 del VPH16
fusionada a GST. El plasmido se transformé en bacterias E.coli DH5alpha y se procedi6 a su
expresion utilizando sopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) mediante sonicacion y
centrifugacion. Una vez obtenido el sobrenadante, este se incubo con perlas de sefarosa
cubiertas con glutation, se lavaron y se comprobé la presencia y pureza de las proteinas de
fusion GST mediante SDS-PAGE y tincion con azul Coomasie. Posteriormente, se obtuvo un
lisado de proteinas solubles de la linea celular HaCaT que contiene a las proteinas “blanco"
putativas, con cantidades iguales de proteinas GSt purificadas. Por ultimo, para determinar la
interaccion entre proteinas se realizé un WB (figuralb).
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Figura 15. Representacion esquematica de la técnica de pull-down. En primer lugar, se inmovilizo la proteina de fusion
E6VPH16-GST en las perlas de Safarosa-Glutation, posteriormente se realiz6 un lavado para eliminar toda la proteina sefiuelo
no unida a las perlas de Safarosa-Glutation. Después se adiciono extracto celular de células HaCaT que contiene PSMD9 y
se dejo interactuar, paso seguido se realizé un lavado para eliminar toda la proteina de PSMD9 que no interactué con la
proteina de fusién 16E6-GST. Por ultimo, se realiz6 un andlisis de la interaccion proteina-proteina por SDS-PAGE e
inmunoblot.

7.3.6  Inmunohistoguimica

La inmunohistoquimica (IHQ) consiste en la identificacion in situ de antigenos celulares o
tisulares mediante anticuerpos marcados que permite visualizar la distribucion y localizacion
de proteinas especificas. Para evaluar la expresion de PSMD?9 se utilizé la técnica de IHQ
indirecta enzimatica, en la cual se emplea en un primer paso un anticuerpo especifico no
marcado dirigido a la proteina de interés (anticuerpo primario) y en una segunda fase un
anticuerpo acoplado a la enzima HRP (del inglés, horse radish peroxidase) (anticuerpo
secundario), que reacciona de forma especifica con el anticuerpo primario. Seguido del
revelado mediante una reaccion enzimatica que produce un precipitado de color el cual permite
visualizar y localizar el complejo antigeno-anticuerpo. Para este trabajo se utiliz6 el anticuerpo
primario policlonal anti-PSMD9(Sigma-Aldrich HPA-40512), un anticuerpo secundario anti-
rabbit (BioSB) y un sistema de deteccion comercial “mouse/rabbit PolyDetector DAB HRP
Brown” (BioSB # BSB0205), ¢l cual consiste en una solucion bloqueadora de peroxidasa,
inmunoglobulina anti-mouse/rabbit conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP),

solucion buffer para DAB y una solucion
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cromdgena DAB. A partir de biopsias de CaOF embebidas en parafina, se obtuvieron cortes
histoldgicos de 2um de grosor, los cuales se colocaron en calor seco a 80°C durante 15 min
para eliminar los restos de parafina se sumergieron en Xxilol. Posteriormente el tejido se hidrato
con 2 lavados consecutivos de etanol al 96%. Después, se blogque0 la actividad de la peroxidasa
endogena y se bloquearon los potenciales sitios inespecificos con una solucion concentrada de
proteinas. Para la inmunodeteccion, las laminillas se incubaron con el anticuerpo primario y
después con el anticuerpo secundario. Paso seguido, se revel6 la interaccién antigeno-
anticuerpo mediante una reaccion inmunoezimatica, en la cual se incubo10 min con DAB. Por
altimo, se realizo la contratincion con hematoxilina y el montaje de laslaminillas con entellan.

Los pasos generales se esquematizan en la figura 16.
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Figura 16. Protocolo de Inmunochistoquimica. A partir de biopsias de CaOF embebidas en parafina, se obtuvieron cortes
histolégicos de 2um de grosor, los cuales se colocaron en calor seco a 80°C durante 15 min, para eliminar los restos de
parafina se sumergieron en xilol. Posteriormente el tejido se hidratd con 2 lavados consecutivos de etanol al 96%. Después,
se bloqued la actividad de la peroxidasa enddgena y se bloquearon los potenciales sitios inespecificos con una solucion
concentrada de proteinas. Para la inmunodeteccidn, las laminillas se incubaron con el anticuerpo primario y después con el
anticuerpo secundario. Paso seguido, se revel6 la interaccion antigeno-anticuerpo mediante una reaccién inmunoezimatica,
en la cual se incubo 10 min con DAB. Por Gltimo, se realiz6 la contratincion con hematoxilina y el montaje de las laminillas
con entellan.
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7.3.7 Evaluacidn de los niveles de expresion de PSMD9 en biopsias de CaOF
La evaluacion de los niveles de expresion de PSMD9 se realizd gracias a la colaboracién de
uno de los patélogos expertos del departamento de Patologia del Institutito Nacional de
Cancerologia. Las laminillas fueron evaluadas por el Dr. Sadl Lino Silva. La expresion de
PSMD?9 se gradud de 0 a 3 cruces siendo tres cruces una expresion alta, 2 cruces una expresion

intermedia, 1 cruz una expresion baja y 0 cruces como negativo.
7.3.8  Generacion de base de datos

Se revisaron los expedientes electronicos de los pacientes que acudieron al servicio de cabeza
y cuello del Instituto Nacional de Cancerologia entre el afio 2000 al 2015, para generar una
base de datos de pacientes con cancer de orofaringe (origen de tumor: amigdalas, base de
lengua). Los datos recolectados fueron: datos demograficos (edad, sexo y escolaridad),
antecedentes a factores de riesgo (consumo de alcohol y tabaco), tipo de tratamiento recibido,
tipo de respuesta y desarrollo de recurrencia, asi como las respectivas fechas de cada evento.
Solo los expedientes que contenian datos completos y con un diagnostico histopatolégico
confirmado de CaOF fueron incluidos. Una vez terminada la base de datos, se solicitaron los
bloques de parafina correspondientes a las biopsias de los pacientes que cumplieron con todos
los criterios de inclusion previamente descritos al servicio de patologia del Instituto Nacional
de Cancerologia. Posteriormente, se realizaron cortes histologicos de 2 um de grosor a partir
de los bloques de parafina, para realizar la técnica de inmunohistoquimica (IHC) y evaluar el
nivel de expresién de PSMD9. Adicionalmente se obtuvo una fraccion del blogque de parafina
para realizar la extraccion del DNA y posterior identificacion de la presencia del VPH.

7.3.9 Extraccion de DNA

Tratamiento previo para tejido embebido en parafina

Las muestras que se utilizaron en este proyecto son biopsias de tumores de orofaringe
embebidos en parafina, por lo cual antes de iniciar el proceso de extraccion de DNA fue
necesaria la eliminacién de la parafina por extraccion con xileno. Para ello se coloc6é una
seccion pequenia del tejido incluido en parafina en un microtubo y se adicionaron 1200 pL de
xilol. Después, los tubos se colocaron en un bafio seco (heating block) a 65 °C y se agitaron

vigorosamente durante 15 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a velocidad méaxima
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por 5 min y se removio el sobrenadante por pipeteo teniendo cuidado de no tocar el botd

Para remover el xilol residual, se realizé un lavado con 1200 pL de etanol (96-100%) y se
mezclé suavemente. Después, los tubos se centrifugaron a velocidad maxima por 5 min'y se
removid el sobrenadante por pipeteo teniendo cuidado de no tocar el boton, este ultimo paso
se repitié una vez mas. Por ultimo, el microtubo se incubd con la tapa abierta a 37°C por 15

min hasta que el etanol se evapor6 por completo.

Purificacion de DNA

La extraccion de DNA de las muestras se realiz6 utilizando el kit comercial “DNeasy Blood
& Tissue Kit” (QIAGEN cat. No. 69506) siguiendo las indicaciones de la casa comercial
(Figura 17). El fundamento de este kit comercial se basa en la membrana “DNeasy” la cual
esta hecha a base de silices permitiendo que el DNA se adsorba en presencia de altas
concentraciones de sales caotropicas, que eliminan el agua de las moléculas hidratadas en

solucion para permitir una eliminacion 6ptima de contaminantes e inhibidores de enzimas.

EI DNA extraido de cada muestra se cuantifico para determinar el grado de pureza empleando

el Espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®).
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Figura 17. Representacion esquematica de la técnica de extraccion de DNA. En primer lugar, las muestras se lisan
usando proteinasa K. El lisado del tejido se carga en la columna giratoria DNeasy Mini. Durante la centrifugacion, el
DNA se une selectivamente a la membrana DNeasy mientras que los contaminantes se van con el flujo. Los
contaminantes restantes y los inhibidores de enzimas se eliminan en dos pasos de lavado eficientes. Por Gltimo, el ADN
se eluye en agua o buffer AE, listo para su uso.

7.3.10 Deteccion de VPH
Debido a la naturaleza del DNA extraido (proveniente de tejidos embebidos en parafina) la
integridad de este &cido nucleico no es la optima para realizar la identificacion del VPH
mediante la técnica de PCR tradicional por lo que se decidi¢ utilizar el kit de deteccién para
VPH: INNO-LIPA HPV Genotyping EXTRA (FUJIREBIO). El tamafio de fragmento que se
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amplifica para la deteccion del VPH con INNO-Lipa es considerablemente més pequefio

comparado con el que se amplifica con la técnica de PCR por lo que, aunque el material
genetico que se utiliza en la reaccion no tenga la integridad optima te permite realizar una

deteccion confiable.

7.3.11 Analisis estadistico

La base de datos conformada en el paquete estadistico SPSS® Version 21.0. (IBM Corp.,
Armonk, NY) permitié su respectivo andlisis. Los analisis bivariados fueron aplicados a
variables cuantitativas paramétricas haciendo uso de las pruebas de Chi-cuadrada. Para los
analisis de supervivencia, se realizaron mediante el modelo no paramétrico Kaplan-Meyer y
sus funciones se compararon para la expresion de la proteina mediante la prueba de Log Rank.
Se estimaron los Hazard Ratio mediante el modelo de riesgos proporcionales o Regresion de
Cox, al encontrarse diferencias estadisticamente significativas en la expresion de las proteinas.
En todos los andlisis estadisticos que se llevaron a cabo se considerd una significancia
estadistica con el valor de p<0.05 y sus respectivos intervalos de confianza se construyeron

con un nivel de significancia de o =0.05 (Nivel de confianza de 95%).

8 RESULTADOS
8.1 La presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 no modifica los niveles de
expresion de PSMD9

Con el fin de evaluar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH sobre los niveles de
PSMD9, se realizo la transfeccion transitoria de dichas oncoproteinas en la linea celular
HaCaT, transcurridas 24 horas después de la transfeccion se obtuvieron las proteinas totales
y se verifico la expresion de E6 y E7 mediante WB. Los plasmidos que expresan a E6 y E7
contienen el tag HA en su estructura, por lo cual para su deteccion mediante WB se utiliz6 el
anticuerpo anti-HA (figura 18).

POR PRRISEG: POiIGER Figura 18: Confirmacion de la

correcta transfeccion de las

25 KDa — . oncoproteinas E6 y E7 del VPH
18KDa — . en la linea celular HaCaT.
Western Blot utilizando anti-HA
16koa TN . HA dilucion 1:1000 en extracto de
células transfectadas HaCaT PCA
15KDa — vector vacio.
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Una vez confirmada la correcta expresion de las oncoproteinas, se procedié a evaluar los
niveles de expresion de PSMD9 en la linea celular HaCaT, en donde no se encontraron

cambios significativos en la expresion de PSMD?9 en presencia de E6 y E7 (figura 19).

Figura 19: Los niveles de expresion
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También se evaluaron los niveles de expresion de PSMD9 en la linea celular C33A con
expresion estable de E6 y E7. Dentro de la estructura de los plasmidos de E6 y E7 se
encuentran 2 tags (HA y Flag) por lo que se pudo confirmar la expresion de estas

oncoproteinas mediante IF utilizando un anticuerpo dirigido al tag Flag (figura 20).

DAPI FLAG

C33A
P3X

Figura 20: Confirmacion de la expresion de E6
C33A y E7 del VPH en la linea celular C33A. IF anti-
€6 Flag dilucion 1:1000 realizada en células C33A.
C33A
E7
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Una vez que nos aseguramos de la expresion de E6y E7 en la linea celular C33A, se evaluaron
los niveles de expresion de PSMD?9 utilizando la técnica de WB. Se encontr6 que los niveles
de PSMD9 en presencia de E6 y E7 no cambian significativamente con respecto al control
(figura 21).

A Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

P3X1 16E6 16E7 P3X2 16E6 16E7 PX33 16E6 16E7 Figura 21: Los niveles de expresion de
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de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH
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8.2 E6 del VPH16 interactia con PSMD9

Para evaluar si existe interaccion entre PSMD9 y E6 del VPH se realizdé un ensayo de

tubulina. p3X vs E6 0 E7. n=5. Ns: no
significativo.

Radio de densidad optica
PSMD9/a-tubulina

6

interaccion (Pull Down), en el que se utiliz6 como control del experimento a Dlg ya que se
encuentra bien caracterizado como una proteina que interactia con E6 del VPH16 a través del
dominio PDZ que se encuentra en su estructura, justo como se puede observar en la imagen
(figura 22). También se puede observar que PSMD?9 interactta especificamente con E616 del
VPH y no con E6 del VPH11 (figura 22).
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Figura 22: PSMD9 interactia con E6 del
VPH16. Western Blot utilizando anti- PSMD9
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Debido a que no se encontraron cambios en los niveles de expresién de PSMD?9 en presencia
de E6 del VPH16 en ninguno de los dos modelos que se evaluaron (células HaCaT con
transfeccion transitoria de E6 y E7 y las células C33A con expresion estable de E6 y E7) pero
si se observd interaccion entre PSMD9 y E6 en el ensayo pull down, se decidio realizar
ensayos de IF para determinar si a localizacion de PSMD?9 se ve alterada en presencia de E6
0 E7 del VPH16.

8.3 Los niveles de PSMD9 se modifican en cancer positivo a VPH
En primer lugar, se realiz6 una IF para determinar los niveles y localizacion de PSMD?9 en
lineas celulares de cérvix positivas y negativas al VPH. Se encontré que en las lineas positivas
al VPH (HeLa y SiHa) la expresién de PSMD9 es mayor con respecto a la linea celular
negativa al virus (C33A). Por otra parte, se cuantificaron los niveles de PSMD9 tanto en el
nucleo como en el citoplasma encontrando que PSMD9 parece acumularse en el nicleo de las
células positivas al VPH, aunque esto no result6 estadisticamente significativo (figura 23).

PSMD9

Figura 23: Los niveles de expresion PSMD9 son
mayores en las lineas celulares de cancer de cérvix
positivas al VPH. A) Prueba de IF en lineas celulares
positivas (+) y negativas (-) al VPH contra PSMD9, en
donde se puede observar que en las lineas positivas al
VPH los niveles de PSMD9 son mayores. B)
Representacion gréfica de los CTCF promedio. C33A
vs HelLa o SiHa. n=4. ns: no significativo.

C33A

También se evaluaron los niveles de expresién y localizacion de PSMD?9 en lineas celulares

de cabeza y cuello positivas y negativas al VPH. Como se puede observar en la imagen y en
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la grafica de CTCF promedio la expresion de PSMD9, esta es mayor en las lineas celulares de
cancer de cabeza y cuello (SCC-90, SCC-25 y FaDu) en comparacion con la linea celular
HaCaT (figura 24). También se puede observar que el incremento de PSMD9 es més evidente
en el nucleo de las lineas celulares de cancer negativas al VPH en especial en las células
SCC25.

A

FaDu

Figura 24: Los niveles de
expresion de PSMD9 son
mayores en las lineas
celulares de cancer de cabeza
y cuello comparadas con la
linea celular HaCaT. A)
Ensayo de IF de lineas
celulares de cabezay cuello +y
—al VPH, en donde se observa
un claro incremento de PSMD9
en la linea celular SCC-25. B)
B CTCF promedio en lineas celulares de RepresentaCién gréﬁca de los
Cabeza y Cuello +y - al VPH CTCF promedio.

5 *p<0.05 vs HaCaT. n=4.
&

Una vez que se determind mediante los ensayos de IF que los niveles de expresion de PSMD9

SCC25

SCC90

HaCaT

CTCF promedio

—

aumentan tanto en las lineas celulares de cancer de cérvix como en las lineas celulares de
cabeza y cuello, nos propusimos a determinar los niveles de expresion y localizaciéon de
PSMD?9 en la linea celular HaCaT con expresion de las oncoproteinas E6 y E7 y las células
C33A con expresion estable de E6 y E7 del VPH16.

8.4 Los niveles de expresion y localizacion de PSMD9 se modifican en la linea celular
HaCaT y C33A con expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH

En la linea celular HaCaT, transfectadas con los plasmidos pCA-16E6-HA y pCA-16E7-HA,

se realizo la técnica de IF para detectar la presencia de HA y PSMDO. Se realizé la deteccion

de HA para verificar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16, puesto que el
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plasmido vacio (PCA) no contiene el tag HA y por lo tanto no se expresa en las células HaCaT
(fluorescencia muy tenue) como se puede ver en la figura 25. Por otro lado, las células HaCaT
transfectadas con el plasmido que contiene a E6 y E7 y por lo tanto el taq HA si se expresa en
estas células, las células que expresan a HA son sefialadas en la imagen en el canal verde.
También se puede observar como solo en las células que expresan el tag HA, es decir las
celulas que expresan a E6 y E7 del VPH, son las células que expresan en mayor cantidad (la
fluorescencia es mayor) de PSMD?9, las células se sefialan en la imagen en el canal rojo.
Adicionalmente las graficas de los CTCF promedios también confirman que la expresion de

PSMD?9 es mayor en las células HaCaT con expresion de E6 y E7 del VPH16.

A

Figura 25: Los niveles de expresion de
PSMD9 aumentan en presencia de las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH en el modelo
celular HaCaT. A) Ensayo de IF en la linea
celular HaCaT  trasfectadas con las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH, en donde se
observa un claro incremento de PSMD9 de las
células transfectadas en comparacion con los
B NS RMBRECTET MER s “Fi'“v'i';*“c‘”“’“""’“"’"0"‘ controles. B) Representacién grafica de los
CTCF promedio. *p<0.05 vs pCA. n=4.

Por su parte, también se realizé la técnica de IF para detectar la presencia de Flag y PSMD9
en la linea celular C33A que expresan a E6 0 E7 del VPh16 de manera estable. Se realizé la
deteccion de Flag para verificar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16, puesto
que el plasmido vacio (p3X) no contiene el tag Flag, este no se expresa en las células C33A
(fluorescencia muy tenue) como se puede observar en la figura 26. Por otra parte, existe una
mayor fluorescencia del tag Flag en las células C33A con transfeccion estable de E6 y E7. Se

puede observar como solo las células que expresan a E6 o0 E7 del VPH16, son las células que
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expresan en mayor cantidad (la fluorescencia es mayor) de PSMD?9, adicionalmente se puede
observar que las células que expresan a E6, expresan en mayor proporcion a PSMD?9 en nucleo
que en citoplasma, dicho comportamiento también se puede confirmar en las gréaficas que

muestran el CTCF promedio (figura 26 b).

Figura 26: Los niveles de expresion de
PSMD9 aumentan en la linea celular C33A
con expresion estable de las oncoproteinas
E6 y E7 del VPH. Ensayo de IF en la linea
celulas C33A  trasfectadas con las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH, en donde se
observa un claro incremento de PSMD?9 de las
células transfectadas en comparacion con los
controles. B) Representacion gréfica de los
B Niveles promedio CTCF en la linea celular C33A con CTCF promedio. *p<0.05 vs p3X. n=4.

expresion estable de E6 y E7

8.5 Los niveles de PSMD9 aumentan después del tratamiento con radiacién en
presenciade VPH16

Se ha observado que los niveles de expresion de PSMD9 estan asociados a redioresistencia en
cancer de mama, para determinar el comportamiento de PSMD9 en presencia de las
oncoproteinas del VPH expuestas a radiacion, se utilizé a la linea celular C33A que expresan
a E6. Las células C33A con expresion de los oncogenes E6 de VPH16 y VPH18 se trataron
con 2 Gy de radiacion ionizante (**Cs). A continuacion, se determinaron los niveles de
proteina de PSMD9 mediante ensayos de Western Blot, y se encontré que los niveles de
PSMD9 aumentan en presencia de la oncoproteina E6 después del tratamiento con radiacion
(figura 27).
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e . Figura 27: Los niveles de expresion PSMD9
2Gy ¥Cs % aumentan en presencia de las oncoproteina E6 del
VPH después del tratamiento de radiacion en el
modelo celular C33A. Se puede observar el aumento
GAPDH (37KDa) = Sl we QD GHID === G G - G de la expresion de PSMD9 en tres diferentes ensayos

- en un modelo de células C33A transfectadas con las
BRIDGE!25 KDa) = R - oncoproteinas E6 del VPH tipo 16 y 18 después del
tratamiento con radiacion.

p3X 16E6 18E6 p3X 16E6 18E6 p3X 16E6 18E6

8.6 Evaluacion del potencial de PSMD9 como biomarcador de respuesta a radioterapia

8.6.1 Generacion de base de datos
La informacidn para generar la base de datos se obtuvo de los expedientes médicos disponibles
en la plataforma electrénica INCanet®, asi como de los expedientes médicos impresos,
resguardados por el departamento de archivo del INCan.
Se revisaron 204 expedientes de pacientes que asistieron al servicio de cabeza y cuello del
INCan durante los afios 2000 al 2015. De estos expedientes clinicos, se pudo obtener el bloque
de parafina de 102 pacientes, los cuales cumplieron con el criterio de diagnostico
histopatoldgico de CaOF, dichas muestras fueron procesadas para obtener la prevalencia del
VPH en estos tumores.
En cumplimiento de los criterios establecidos para este proyecto, fueron excluidos los
pacientes que no concluyeron el esquema de tratamiento de primera linea, si el tratamiento
que recibieron fue paliativo, si no se evalud respuesta al tratamiento primario, si los datos del
expediente no se encontraban completos o si la muestra no presento tejido suficiente para su
procesamiento. Finalmente se incluyeron 44 casos de CaOF, a los que ademas de la presencia
del VPH se les determind la expresion de PSMD9 mediante IHQ. Los datos demograficos y
factores de riesgo de esta poblacion fueron: mediana de edad para el género masculino fue de
56 afios mientras que para el género femenino fue de 64 afios (tabla 3). El nivel escolar
predominante en la poblacién fue el nivel primario con el 38.63% (tabla 3). En cuanto a la
prevalencia de los factores de riesgo asociados al desarrollo de CaOF, tanto el consumo de
alcohol como el consumo de tabaco fue alto con un 68.18 % y 70.45% respectivamente (tabla
3). El estadio clinico al diagndstico mas frecuente de la poblacion fue el estadio 1\VVa con un
29.54 y por otro lado el 61.36% recibié como tratamiento primario quimioterapia mas

radioterapia concomitante (tabla 3).
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Tabla 3. Datos demogréficos y factores de riesgo de la poblacion

i g %0
Caracteristicas Demograficas | n=44 .
mediana
Hombres 36 56
Reac Mujeres 8 64
S Masculino 36 81.81
exo Femenino 8 | 1818
Analfabeta 14 31.81
Primaria 17 38.63
Escolaridad | Preparatoria 7 15.90
Licenciatura 4 9.09
Sin dato 2 4.54
Factores de Riesgo n=44 %
Si 30 68.18
Consumo de No 13 29.54
alcohol Sin dato 1 2.27
Si 31 70.45
Consumo de No 12 2797
tabaco
Sin dato 1 2.27
Caracteristicas Demograficas | n=44 %
I 0 0
] 2 4.54
] 6 13.63
Estadio Va 13 | 29.54
Clinico
IVb 7 15.90
IVc 0 0
Sin dato 16 36.36
Cirugia 5 11.36
C|.rug|a +. 1 227
radioterapia
Quimioterapia
Tratamiento + 27 61.36
Radioterapia
concomitante
Radioterapia 4 9.09
Quimioterapia 2 4.54

8.6.2 Determinacion de la

prevalencia y tipo de VPH en

OPSCC
Las biopsias de los 102 pacientes con
diagnostico histopatologico de cancer de
orofaringe se utilizaron para determinar la
prevalencia del VPH mediante la metodologia
de INNO-LIiPA encontrandose que el 64% de
la poblacion analizada es positiva a la
presencia del VPH mientras que el 34% fue
negativa a la presencia del VPH. No se pudo
determinar el estatus del VPH en el 2% de las
muestras debido a la mala calidad del material
genético extraido.
Por otro lado, también se determind la
prevalencia del VPH de los 44 pacientes que
cumplieron con todos los criterios de inclusion
con el objetivo de generar una curva (figura
28) de supervivencia global. Encontrandose
para esta poblacion que el 54.54% fue positiva
a la presencia del VPH, el 40.90% negativa a
la presencia del VPH y en un 4.54 % no se

puedo determinar el estatus de VPH.
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2 PREVALENCIA DEL VPH EN PACIENTES CON CANCER
DE OROFARINGE ATENDIDOS EN EL INCAN EN EL
PERIODO 2000 - 2015 Figura 28: Prevalencia de VPH en casos de

CaOF atendidos en INCAN en el periodo
2000-2015. Representacion grafica de la
prevalencia del VPH en pacientes con CaOF

n=102 que asistieron al INCan en el periodo 2000-
2015.

Indeterminado 2%
VPH - 134%

VPH + | 64%

8.6.3 Estandarizacion de condiciones de IHQ para la deteccién de PSMD9

Para determinar los niveles de expresion de la proteina PSMD9 en las biopsias de los pacientes
con diagnostico histopatolégico de OPSCC, se empled la técnica de IHQ. En primer lugar, fue
necesario validar y estandarizar la dilucién de trabajo del anticuerpo anti-PSMD9 Sigma-
Aldrich (HPA-40512). La estandarizacion de este anticuerpo se realizo en cortes histoldgicos
de colon y piel ya que ambos tejidos exhiben alta expresion de PSMDO.

La primera dilucion que se probo para estandarizar la técnica de IHQ fue una dilucién 1:500
utilizando el protocolo previamente descrito en la seccion de metodologia, las laminillas
tratadas con esta dilucién se llevaron a evaluar por los patélogos expertos, los cuales
determinaron mediante andlisis visual que se produjo una tincion demasiado intensa que no
permite evaluar correctamente la expresion de PSMD9 (figura 29a), por lo que se recomendd
probar el anticuerpo mas diluido. Subsecuentemente se probaron las diluciones 1:750 y 1:1000
en los mismos tejidos. La dilucion 1:1000 fue aprobada por los patélogos para procesar el
resto de las muestras (figura 29b). La localizacion subcelular de PSMD9 en ambos tejidos es
citoplasmica y nuclear, como se puede observar en la figura 29c, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura. Una vez aprobada la dilucién de trabajo se procesaron la totalidad
de las laminillas, utilizando como control positivo de la técnica un corte histoldgico de piel
por corrida al cual se le colocd anticuerpo y como control negativo de la técnica se utilizé un

corte histologico de piel al cual no se le adiciono el anticuerpo.
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Figura 29: Expresion de PSMD9 mediante IHQ en cortes histoldgicos de piel. A) Tincién de PSMD9 con
una dilucién 1:500 mediante la técnica de IHQ. B) Tincién de PSMD9 con una dilucién de 1:1000 mediante
latécnica de IHQ. C) Se puede observar la expresion de PSMD9 en n(cleo y citoplasma.

Luego de la evaluacion de los casos por ambos patologos se compilaron los resultados. A
continuacion, se describen los resultados obtenidos (tabla 4) y se muestra una imagen

representativa de las tinciones (figura 30).

Tabla 4. Localizacién celular e intensidad de expresién de la proteina PSMD9 en biopsias de pacientes
con CaOF tratados en el INCAN de 2000-2015.
Expresién y localizacion de PSMD9 en biopsias de CaOF

Intensidad n=44 %
Negativa 1 2.27
Débil (+) 7 15.90

Moderada (++) 18 40.90
Intensa (+++) 18 40.90
Localizacion

Negativa 1 2.27
Nucleo/Citoplasma 40 90.90
Nucleo 1 2.27
Citoplasma 2 4.54

CaOF: Céncer de orofaringe
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Corte histolégico Cortes histolégicos de biopsias de
de pleI CaOF

NN 40 X |
—J

Expresén baja (+)

Expresion alta (+++)

DT

- b
g AT
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v R
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Control Positivo Expresion citoplasmatica Expresion nuclear Expresion Negativa

Figura 30: Los niveles de expresion PSMD9 son mayores en las lineas celulares de cancer de cabeza y cuello.
8.6.1.1 Control negativo de la tinciéon de PSMD9 mediante IHC en un corte histologico de piel. B) Imagen
representativa de la tincion de PSMD9 mediante IHC en una biopsia de CaOF donde se muestra expresion alta de
PSMD?9. C) Imagen representativa de la tincién de PSMD9 mediante IHC en una biopsia de CaOF donde se muestra
expresion intermedia de PSMD9. D) Imagen representativa de la tincion de PSMD9 mediante IHC en una biopsia
de CaOF donde se muestra expresion baja de PSMD9. E) Control positivo de la tincion de PSMD9 mediante IHC
en un corte histolégico de piel. F) Imagen representativa de la tincion de PSMD9 mediante IHC en donde se puede
observar que PSMD9 solo se expresa en citoplasma. G) Imagen representativa de la tincion de PSMD9 mediante
IHC en donde se puede observar que PSMD9 solo se expresa en nicleo. H) Imagen representativa de la tincion de
PSMD9 mediante IHC en donde no se observa la expresion de PSMD9.

8.6.4 No se encontro asociacion entre PSMD9 y la respuesta a tratamientode
los pacientes con CaOF
Una vez obtenidos los resultados se procedié a determinar la asociacion entre los niveles de
PSMD?9Yy las diferentes variables analizadas mediante chi-cuadrada. La prueba estadistica chi-
cuadrada de asociacion e independencia, sirve para determinar si una variable estaasociada a
otra variable. En este proyecto quisimos saber si la expresion de PSMD9 se encontraba
asociada con la respuesta a tratamiento de los pacientes, por lo cual se aplicd la prueba
estadistica antes mencionada (tabla 5).
No se encontrd asociacién estadistica entre la expresion de PSMD9 y la respuesta al
tratamiento de los pacientes. Por otra parte, también se evalu6 si existia alguna asociacion
entre los nivele de PSMD9 y la presencia del VPH y los niveles de PSMD9 vy los pacientes

presentan o no recurrencia,en ambas determinaciones no se encontro significancia estadistica.
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También se evalud la asociacion entre la repuesta a tratamiento y la presencia del VPH

mediante la técnica de Inno-lipa y la expresion de pl16, encontrandose asociacion estadistica

entre estas.

Tabla 5. Tablade asociacion entre la presencia de VPH y PSMD9 con la respuesta a tratamiento.

Variable VPH + VPH - Valor de
n n p
Respuesta a Si pl6 15 9 0.0013
tratamiento No 0 9
Respuesta a Si Inno- 16 7 0.1521
tratamiento No lipa 2 7
Niveles de Alta pl6 10 8 0.1498
expresion de )
PSMD9 Baja 8 16
Niveles de Alta Inno- 12 6
expresion de . lipa 0.2276
PSMD9 Baja 11 12
PSMD9 PSMD9 Valor de
+ - p
n n
Respuesta a . Si 19 6 0.4455
tratamiento No 7 2
PSMD9 PSMD9 Valor de
+ - p
n n
Recurrencia Si 3 9 0.1469
No 6 5

8.6.5 Los niveles de PSMD9 no se asocian con la SG en CaOF

La expresion de PSMD9 fue dicotomizada con el objetivo de realizar un andlisis Kaplan-
Meyer de la influencia de PSMD?9 en la supervivencia global y la respuesta a tratamiento de
los pacientes. Se definieron a los tumores con expresion negativa o débil de PSMD9 como
negativos y los tumores con expresion moderada y alta de PSMD9 como positivos.

A continuacion, se muestra la curva de supervivencia global, en donde los pacientes con
tumores con expresion negativa de PSMD9 se representa en color azul mientras que los
tumores con expresion positiva de PSMD?9 se representa en color rojo. En esta corte no se
encontro asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de PSMD9 y la

supervivencia global de los pacientes (figura 31).
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Figura 31: Curva de Sobrevida Global en relacién con la expresion de PSMD9.

Se sabe que los pacientes con tumores VPH+ tienen mejor respuesta a tratamiento en
comparacion con los pacientes con tumores VPH-, la presencia del VPH se determiné
mediante inno- Lipa, para ver la influencia de la presencia del VPH en la SG en esta corte se
realizé el analisis Kaplan-Meier correspondiente. Se puede observar que la presencia del VPH

es un factor de buen pronostico para los pacientes (figura 32).

p=0.002

L]
H

E o n=42 1C:95%

H B . .
2 INNo-Lipa Mediana .lel.te lelt.e
E (meses) | inferior | superior
E()A
s NEGATIVO 12.46 5.77 19.15
7] — 18

POSZ’Z’VO 65.9 41.08 | 90.72

[} 12 24 ) 48 60 72 54 T 108 120 132 a8

Tiempo (Meses)

Figura 32: Curva de Sobrevida Global en relacién con la presencia del VPH determinada mediante
INNo-Lipa.
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Ademas, se realizé un analisis Kaplan-Meyer de la supervivencia libre de enfermedad de los

pacientes con CaOF con respecto a la expresion de PSMD9. En este analisis tampoco se

encontr6 significancia estadistica entre PSMD9 y la SLE (Figura 33).

Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia

n=26 1C:95%
p_0'717 Expresion | Mediana Limite Limite
PSMD9 (meses) | inferior | superior
NEGATIVO
7 67.79 28.82 106.76
POS;;IVO 98.36 55.10 141.62

72 s4 3% 108 120 132 144 156 168 180 192

Tiempo (Meses)

Figura 33: Curva de Supervivencia libre de enfermedad en relacion con la expresion de PSMD9.

Por ultimo, se realiz6 un analisis Kaplan-Meyer de la supervivencia libre de enfermedad de

los pacientes con CaOF con respecto a la presencia del VPH determinado mediante la técnica

de inno-lipa, no se encontro significancia estadistica en esta determinacion (Figura 34).

Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia

p=0.056

n=24 1C:95%
INNo-Lipa Mediana .lel_te L|m|t.e
(meses) | inferior | superior
NEGATIVO 26.3 4.89 47.71
8
POSII;IVO 28.4 59.49 117.3

36

0 72 a4 3% 108 120 132 144

Tiempo (Meses)

Figura 34: Curva de Supervivencia libre de enfermedad en relacion con la presencia del VPH determinada

mediante inno-lipa
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9 DISCUSION

La alta prevalencia de la infeccion por el Virus del Papiloma Humano hace de esta enfermedad
un problema de salud pdblica a nivel global. En particular es alarmante el incremento de casos
de cancer de orofaringe asociados a la infeccion por el VPH. Asi mismo, el estatus de infeccion
con VVPH ha sido reconocido como un factor prondstico critico en este tipo de cancer, pues los
pacientes positivos a VPH en cualquier estadio clinico, tienen un mejor prondstico en
comparacion con los pacientes con tumores negativos al virus (Wu, W. et al 2019). Este
prondstico favorable esta relacionado con una mejor respuesta a las terapias convencionales
(predominantemente radioterapia) en comparacion con los pacientes con tumores VPH
negativos. Sin embargo, hasta el momento no se conocen con exactitud los mecanismos
mediante los cuales estos pacientes responden mejor, por lo que resulta necesario investigar
proteinas celulares que puedan explicar el desenlace clinico en pacientes con CaOF positivos
a VPH. Un potencial biomarcador predictivo de interés es el proteasoma 26S, el cual ha sido
asociado con el desenlace clinico de pacientes que recibieron radioterapia en dos estudios
independientes en dos tipos diferentes de cancer, ademas que por si mismo es un blanco en la
terapéutica contra el cancer.

PSMD9 es una subunidad del proteasoma 26S cuya expresion predice la respuesta a
radioterapia en cancer de mama, ademas de que en su estructura PSMD9 contiene un dominio
PDZ que postulamos como un posible blanco de interaccion para la oncoproteina E6 del VPH.
Debido a lo anterior se propuso determinar si los niveles de PSMD9 se ven afectados por la
presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16, para dicho objetivo se realizaron ensayos
de WB para medir la expresion de PSMD9 en dos modelos celulares (células HaCaT y células
C33A con expresion estable de E6 y E7 del VPH16). Mediante esta metodologia no se
encontraron diferencias en la expresion de PSMD9, por lo que se decidi6 realizar ensayos para
determinar interaccion entre estas proteinas mediante pull down, en donde fue posibleobservar
que PSMD?9 interactta con la oncoproteina E6 del VPH por lo que se decidio realizarensayos
de IF para evaluar si existia un cambio en la localizacion. En primer lugar, se analizdla
expresion de PSMD?9 en un panel de lineas celulares de cancer de cervix, positivas y negativas
al VPH, obteniéndose como resultado que en las lineas celulares de cancer positivasal VPH la

expresion de PSMD?9 y por otra parte se realizd el mismo andlisis en un panel de
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lineas celulares de cancer de cabeza y cuello positivas y negativas al VPH obteniéndose como
resultado que las lineas celulares cancerigenas expresan en mayor cantidad a PSMD9, ambos
resultados son de importancia significativa ya que, por una parte indican que la presencia de
las oncoproteinas E6 y E7 podrian estar afectando la expresion de esta proteina para utilizarla
como algin mecanismo de resistencia ya sea por parte del virus o de la célula, y por otra parte
al verse modificados los niveles de esta proteina solo en las lineas celulares cancerigenas
también indica que esta proteina juega un rol importante en la homeostasis celular. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para poder dilucidar los mecanismos moleculares
involucrados en estos 2 hallazgos. Debido a que se observaron estos cambios en ambos paneles
de lineas celulares, procedimos a determinar la expresion de PSMD9 en los modelos antes
mencionados y descritos en la parte de metodologia, las células HaCaT y células C33Acon
expresion transitoria y estable de las oncoproteinas E6 y E7 correspondientemente. En ambos
modelos se observo un aumento de expresion de la proteina PSMD9 en toda la célula (ntcelo
y citoplasma) pero particularmente se puede observar un aumento significativo en el ndcleo.
Hecho que sugiere una potencial accién de PSMD?9 a nivel transcripcional.

PSMD?9 fue identificado independientemente bajo el nombre “bridge 1” como co-activador
trascripcional que modula la funcion de los factores trascripcionales PDX-1, E12 y E47 y
ademas interactda con el co-activador histona acetiltrasferasa p300 (Hooper J, et al 2015).
PDX-1 contribuye a la regulacion de procesos como morfogénesis y neogénesis en etapa
embrionaria (Lazo et al., 2009) mientras que E12/E47 juega un papel en el crecimiento celular,
el compromiso celular y la diferenciacion. Las proteinas E2A estan reguladas negativamente
por la via de la ubiquitina y es esencial para la hematopoyesis normal de células B. (revision
en Slattery et al., 2008). La acumulacién de PSMD9 en nucleo podria estar relaciona con la
funcidn de co-activador trascripcional que desempefia, lo cual podria ser aprovechado por el
VPH para activar mecanismos que ayuden a la supervivencia de la célula y asi permitir la
replicacion del virus.

Por otra parte, células C33A transfectadas establemente con las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH16 que fueron tratadas con 2 Gy de energia ionizante (**'Cs), mostraron un aumento
significativo de los niveles de PSMD9 en presencia de E6 después de recibir el tratamiento de
radiacion. EI VPH podria estar incrementando los niveles de PSMD9 como un mecanismo de
supervivencia aprovechando las funciones de PSMD9 como co-activador trascripcional al
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estimular probablemente a los factores transcripcionales PDX-1 Y E12/47 involucrados en la
regulacién de mecanismos que intervienen con la proliferacion celular.

Como segundo objetivo de este proyecto fue determinar si PSMD9 puede funcionar como
biomarcador de respuesta a tratamiento en pacientes con CaOF, con tal fin se determiné la
prevalencia del VPH en la poblaciéon de estudio para asi poder dividirlos entre pacientes
positivos y negativos al VPH. Por otro lado, se realiz6 la tincion de PSMD9 mediante IHQ
para evaluar la expresion de PSMD9 para dicotomizar a la poblacion en expresion de PSMD9
positiva y negativa, una vez que se obtuvieron estos resultados se realizo el analisis Kaplan
Meier correspondiente.

Se obtuvieron varios resultados interesantes de esta parte del proyecto, primeramente, se puede
observar que el género masculino se ve mayormente afectado por el CaOF en comparacion
con las mujeres con un 81.81% y 18.18%, respectivamente. Los reportesinternacionales
indican que el género masculino se ve mayormente afectado por esta neoplasiaexhibiendo una
incidencia de 4:1 respecto al género femenino (Castellsagué et al., 2004; Taberna et al., 2017)
lo cual concuerda con el comportamiento de la poblacion de este proyecto.

Los pacientes con VVPH positivos tienden a ser mas jévenes en comparacion con los pacientes
VPH negativos, con una mediana edad de diagndstico de 54 afios, menos exposicion a alcohol
y tabaco, un nivel socioeconémico y de educacion mas alto (revisado por Elrefaey S. et al.
2014). La mediana de edad para hombres de la poblacion de estudio fue de 56 afios y 54 afios
para mujeres, el consumo de alcohol y tabaco también tuvo alta prevalencia con 68.18% y
70.45% respectivamente y el nivel bésico educativo (primaria) fue el mas comun. Estos datos
difieren con lo reportado internacionalmente, ya que la media de edad de diagndstico de
nuestra poblacién es mayor, esto podria explicarse debido a que la poblacién a un no presenta
la transicién epidemiolégica hacia individuos jovenes. Debido a que en otras poblaciones
(Europa y Estados Unidos) se ha encontrado que existe una asociacion entre un estatus
socioecondémico y de educacién alto con la presencia del VPH, nos pareci6 relevante analizar
esta informacion en la poblacion de estudio; sin embargo, debido a que el INCan es un hospital
que brinda servicio a personas de bajos recursos la mayoria de la poblacion solo alcanz6 un
nivel de educacion basico y no nos permitid realizar una evaluacion més eficaz como habria

sido de haber tenido acceso a una poblacién con un estatus socioecondomico mixto.
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Los pacientes OPSCC son usualmente diagnosticados en estadios avanzados segun los reportes
internacionales debido a que es una regién anatomica de dificil acceso ademas de que no existe
una cultura de prevencion en esta region anatomica. El estadio clinico IVa al diagnostico
desafortunadamente fue el mas comdn en la poblacion, comportamiento que concuerda con
los datos reportados internacionalmente.

Por otra parte, el 54.54% de los casos analizados fue positiva a la presencia del VPH mientras
que el 40.90% fue negativa, diversas investigaciones se han dado a la tarea de determinar la
fraccion atribuible al VPH, de manera particular, los reportes para CaOF tiene un
comportamiento heterogéneo estableciéndose un rango que va del _20% al 70% (Tumban,
2019). La heterogeneidad de prevalencia del VPH determinada en los diferentes estudios
probablemente refleja las distintas tendencias que se dan por area geografica, técnica utilizada
para la deteccion del VPH, periodo de tiempo en el que se llevo a cabo el estudio, situacion
sociodemogréfica, factores de riesgo, como consumo de alcohol y tabaco, asi como practicas
sexuales a las que estuvo expuesta la poblacion de estudio, dando como resultado una rapida
evolucion de los datos de prevalencia de este virus. En este trabajo se realizo la deteccion del
VPH mediante 2 metodologias, mediante INNO-lipa y la tincién de p16 mediante IHC,
mediante la técnica de INNO-lipa se detectd la presencia del VPH en més biopsias en pacientes
con CaOF en comparacion con la tincion de p16, debido a que la técnica de inno- lipa permite
identificar con gran sensibilidad la presencia del virus en tejidos con poca integridad como lo
son los tejidos embebidos en parafina gracias a que solo necesitan amplificar un pequefio
segmento del DNA en comparacion con las técnicas de PCR convencionales las cuales
requieren e amplificar segmentos de DNA mayores.

Con respecto a los resultados obtenidos de la tincion de PSMD9 realizada mediante IHQ, se
puede observar que la expresion de PSMD?9 en los casos de CaOF, es mas alta en comparacion
con los controles también se puede decir que PSMD9 no modifica su localizacién en cancer
ya gue tanto en los controles como en las biopsias de CaOF la localizacion es citoplasmatica
y nuclear (tabla 6).

Para examinar la influencia de la presencia del VPH en la respuesta a tratamiento, laSG y la
SLE en esta cohorte se realizo el analisis Kaplan-Meier correspondiente en donde se observo

que los pacientes con tumores VPH+ tienen mayor tiempo de supervivencia global en
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comparacion con los pacientes con tumores VPH-, es decir que la presencia del VPH es un
marcador de buen pronostico lo cual va de acuerdo a la literatura (Wu, W. et al 2019).
Recientemente, la expresion de la sub-unidad del proteasoma 26S, PSMD?9, fue descrita como
factor de mal prondstico en cancer de mama en pacientes que recibieron radioterapia
(Langlands et al., 2014). Por lo que en este trabajo nos dimos a la tarea de valorar el factor
pronostico de PSMD9 en CaOF. En esta corte no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de PSMD9 y la SG. Esto podria explicarse debido a que el
tamanfo de la corte no fue el suficiente para alcanzar la significancia estadistica.

Por otro lado, se realizé la prueba de chi cuadrada para determinar si existia alguna relacién
entre la expresion de PSMD9 vy la respuesta a tratamiento de los pacientes; sin embargo, no se
encontré significancia estadistica. Entre los factores que podrian haber impactado en estos
resultados se encuentra el tamafio de la corte, pues se contdé con un numero reducido de
pacientes, ademas de que el comportamiento de cada proteina en tipo de cancer podria ser
diferente, por lo que hace falta realizar mayores investigaciones para poder definir el valor de
PSMD9 como biomarcador de respuesta a radioterapia.
10. SUMARIO

Bajo las condiciones de este proyecto se logro encontrar que la expresién de PSMD9 se ve
modificada (aumenta su expresion) en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 en
los dos modelos celulares descritos mediante la técnica de IF. También se puede concluir que
la localizacion de PSM9 se modifica, relocalizdndose en ndcleo en presencia del VPH. Se
pudo determinar que existe interaccion entre PSMD9 y la oncoproteina E6 mediante el ensayo
de pull-down.

Por otro lado, la expresion de PSMD9 no se encontrd relacionada estadisticamente con la
respuesta a tratamiento de los pacientes con CaOF, en la poblacion estudiada. Ademas, el
aumento de PSMD?9 por la oncoproteina E6 del VPH16 después del tratamiento de radiacion
podria estar involucrada en los mecanismos de radiosensibilidad, aunque no se asoci6 con el
resultado clinico de los pacientes en este trabajo.

Los resultados obtenidos apuntan a una relaciébn muy interesante entre PSMD9 y las
oncoproteinas E6 y E7 que nos podrian ayudar a entender la biologia molecular del CaOF

VVPH+ y su participacion en mecanismos de radiosensibilidad
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11. CONCLUSION
Se encontro6 que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 modifican los niveles de expresion de

PSMD9 en dos modelos celulares, pero no se encontrd ninguna relacion con el desenlace

clinico de los pacientes en esta poblacion. Por lo tanto, méas investigacion es requerida para

evaluar a PSMD9 como un posible biomarcador.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

XII Congreso Nacional de Virologia
Sociedad Mexicana de Virologia, A.C.
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Del 29 de septiembre al 2° de octubre del 2021

Adriana Morén Torres
Instituto Nacional de Cancerologia

Estimado Congresista,

En nombre de la Sociedad Mexicana de Virologia, tenemos el gusto de comunicarle que el
trabajo que lleva como titulo, “PSMD?9 increases its expression and relocates to the nucleus
in the presence of the E6 oncoprotein of Human Papillomavirus type 16 ha sido aceptado
para presentarse en la modalidad POSTER, con numero AVI 01 en la sesion de posters del
miércoles 29 de septiembre del 2021 en el horario de 4:45 a 6:00 pm (Hora central de
Meéxico). En breve recibira las instrucciones la elaboracion y presentacion de posters.

Los mtegrantes del Comité Organizador agradecemos su interés por participar en el XII
Congreso Nacional de Virologia y le enviamos un saludo.

Quedo de usted,

it ‘h')‘

Dr. Juan Francisco Contreras Cordero
Organizador del Congreso Nacional de Virologia 2021

Ciudad Universitaria, San Nicolds de los Garza Nuevo Ledén. A 01 de septiembre del 2021.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Otorga el presente reconocimiento a

Adriana Moran

Por su Asistencia al XII Congreso Nacional de Virologia llevado a cabo del 29 de
septiembre al 2° de octubre del 2021

c'\\\\
LAY, 2
) \l ¥ \ - ) —
Dr José Ignacio Gomalezkmas Dy/Ramén A. g?ﬁ'\lcz
Director FCB-UANL . ) J ) ; Presidente/Sociedad Mexi€ana de Virologia
> N W, oo |
( /_ [»%4—"/‘\*.1,/-
Dra. Cnistina Ro&igt/cJPadilla Dr. Juan Francisco Contreras Cordero
Responsable LIV Organizador CNV 2021

Cd. Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L., México. Al 02 de octubre del 2021.
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