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2 Abreviaturas

AID Dominio autoinhibidor

Arp2/3 Proteina relacionada con actina 2/3

C-33A Células epiteliales negativas a VPH aisladas del cuello uterino
CaMKll Proteina cinasa Il dependiente de calcio/calmodulina
CcC Céncer cervicouterino

CDK2 Serina/treonina-proteina cinasa Il

DH Dominio de homologia

DHR Region de homologia DOCK

DLG Proteina de discos grandes

DNA Acido desoxirribonucleico

E2F Factor de trascripcion |l

ECM Matriz extracelular

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ErbB Homoélogo del oncogén viral de la leucemia eritroblastica
GAP Proteinas activadoras de GTPasa

GBy Subunidades By de las proteinas G heterotriméricas
GDI Inhibidores de disociacion de guanosina

GBD Dominio de unién a GTPasa

GDP Difosfato de guanosina

GEF Factor de intercambio de nucle6tidos de guanina
GPCR Receptor acoplado a proteina G

HA Etiqueta de hemaglutinina

HaCaT Células de queratinocitos humanos inmortalizados
HDAC Histonas desacetilasa

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos

IC50 Concentracion inhibitoria 50

IQGAP1 Proteina similar a la activacion de Ras GTPasa 1
IRSp53 Receptor de insulina tirosina quinasa sustrato p53
KD Dominio de cinasa serina/teronina

LCR Regidn larga de control

LIMK1 Cinasa 1 de dominio LIM

LPAL Receptor de acido lisofosfatidico 1

MAGI1 Proteina 1 que contiene el dominio WW y PDZ de guanilato quinasa asociada

a la membrana

MLC Cadena ligera de la miosina



MLK-1-3
MMP
MTOC
MRNA
NFX1

PCR
PAK1-3
P-Rex1
p70 S6
PAK
PDGF
PI3K
pRB
qPCR
Racl
Rac1b
RhoG
RIPA
RNA
RT-PCR
RTK
STAT 3
TIAM1
VAV
VPH
VPH-AR
VPH-BR
SDF-1 «a
WB

Cinasa de linaje mixto 1-3

Metaloproteasa de matriz

Centro de organizacion de microtubulos

RNA mensajero

Factor de transcripcion nuclear de unién a X-Box 1

Grupo fosfato

Reaccién en cadena de la polimerasa

p21- cinasa activada isoformas 1,2y 3

Fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato dependiente del factor de intercambio 1
Proteina ribosémica S6 cinasa beta-1

Serinaltreonina cinasa activada p21

Factor de crecimiento derivado de plaguetas

Fosfoinositido 3-cinasa

Proteina asociada a retinoblastoma

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Sustrato 1 de toxina botulinica C3 relacionada con Ras
Sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionada con Ras de exon adicional 1b
Proteina de union a GTP relacionada con Rho

Buffer de radioinmunoprecipitacion para lisis celular

Acido ribonucleico

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Receptor tirosina-cinasa

Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3

Invasion de linfoma T y proteina 1 inductora de metastasis.
Factor de intercambio de nucleétidos de guanina Vav

Virus del papiloma humano

Virus del papiloma humano de alto riesgo

Virus del papiloma humano de bajo riesgo

Factor 1 derivado de células estromales

Western blot



3 Abstract

The aberrant signaling of Rac GTPases underlie cellular processes that promote malignant
transformation; therefore, multiple alterations in this pathway have been reported in several
types of cancer. However, the involvement of Rac GTPases pathway in the progression and
maintenance of cervical cancer (CC), as well as, the relationship with the human
papillomavirus (HPV), the etiological agent of CC, is not yet understood. Currently, CC ranks
fourth in incidence and mortality of female neoplasms worldwide, and in Mexico ranks second,
which constitutes a serious public health problem. In general, a direct connection has been
described between the overexpression and/or overactivation of Rac GTPase elements, with
increased motility and invasiveness in HR-HPV-positive CC cell lines and in high-grade
cervical lesions. In addition, the transcriptional data suggest that the presence of the mRNA
that codes for E6 and E7 oncoproteins of HPV-16, alter mRNA levels of Rac GTPases in CC
cells. However, the precise role of HR-HPV and its oncoproteins on alterations in Rac
GTPase-mediated signaling in cervical cancer is unclear. So, in the present study, C-33 A
cells (HPV-negative CC) stably transfected with HPV-16 E6 and E7 oncogenes were used to
evaluate their specific participation on the Rac GTPases pathway elements, as well as their
effect on cell migration after inhibiting Rac GTPase activation. Interestingly, we found that the
presence of E7 of HPV-16 significantly increased the mRNA levels of the Rac 1 and Rac 3,
as well as the mRNA levels of elements involved in the activation of RacGTPase pathway,
such as TIAM1, LIMK1 and cofilinl. Meanwhile, E6 of HPV-16 significantly increased Rac 3
MRNA levels and decreased P-Rex1 mRNA levels. Finally, we observed that even in the
presence of both E6 and E7 oncoproteins of HPV-16, cell migration significantly decreased
after pharmacological inhibition of Rac GTPase activation. In this way we demonstrate that E6
and E7 of HPV-16 increase cell migration through Rac GTPases 1, 2 and 3 activation

dependent manner in CC.
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4 Resumen

La sefializacion aberrante de las Rac GTPasas subyace a procesos celulares que favorecen
la transformacion maligna. En consecuencia, multiples alteraciones en estas cascadas de
sefializacion celular se han reportado en diversos tipos de cancer. No obstante, se sabe poco
sobre su papel en la progresion del cancer cervicouterino (CC) y la relacion con su agente
causal: el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR). Actualmente el CC ocupa el
cuarto lugar entre las neoplasias con tasas de mortalidad e incidencia mas altas en el mundo
y el segundo lugar en México. De manera general, se ha descrito una correlacion directa entre
la sobre-expresion y/o sobre-activacion de las proteinas de las Rac GTPasas, con un
aumento de motilidad e invasividad en lineas celulares de CC positivas a VPH-AR y en
lesiones cervicouterinas de alto grado. Adicionalmente, datos procedentes de un
transcriptoma sugieren que la presencia del mMRNA que codifica para las oncoproteinas E6 y
E7 de VPH-16, alteran los niveles de mRNA de las Rac GTPasas en células de CC. Sin
embargo, no esta claro el papel preciso del VPH-AR ni de sus principales inductores
carcinogénicos sobre alteraciones en las sefalizaciones mediadas por Rac GTPasas en el
contexto del CC. De esta manera, en el presente trabajo se utilizaron células C-33 A (células
de CC negativas a VPH) transfectadas establemente con los oncogenes E6 y E7 del VPH-16
para evaluar su participacion especifica sobre cascadas de sefializacion de las Rac GTPasas,
asi como su efecto sobre la migracion celular tras inhibir la activacion de las RacGTPasas.
De manera interesante, encontramos que la presencia de E7 de VPH-16 aumentd
significativamente los niveles de mMRNA de Rac 1y Rac 3, asi como los niveles de mRNA de
elementos involucrados en la activacion de cascadas de sefializacion de RacGTPasas, tales
como TIAM1, LIMK1 y cofilinal. Por otra parte, E6 de VPH-16 aument6 significativamente los
niveles de mRNA de Rac 3 y disminuyd los niveles de mRNA de P-Rexl. Finalmente
observamos que aun en presencia de ambas oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16, la migracién
celular disminuye significativamente tras la inhibicion farmacoldgica de la activaciéon de las
Rac GTPasas. De esta manera demostramos que E6 y E7 de VPH-16 aumentan la migracion

celular de manera dependiente de la activacion de Rac GTPasas en CC.
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5 Introduccion

Las GTPasas de la familia de Rac pertenecen a una familia de proteinas G pequefias que
activan blancos de sefializacion que incluyen proteinas cinasas, proteinas adaptadoras y
proteinas reguladoras de actina, las cuales participan en diversos procesos celulares tales
como la remodelacion del citoesqueleto de actina, el establecimiento de la polaridad celular,
la dindmica de los microtubulos, el trafico de vesiculas y la migracion, entre otros
(Suryavanshi, N., et. al 2013). Por otra parte, la sefializacién aberrante en esta via se ha
relacionado con procesos que dirigen la carcinogénesis, tales como aumento en la
proliferacion, migracion, invasion y metastasis. En consecuencia, se han reportado
alteraciones de elementos de las Rac GTPasas en diversos tipos de cancer, como el de
mama, pulmén, colorrectal, prostata, cabeza-cuello, cérvix, testiculo y melanomas, entre otros
(Kazanietz, M. et. al. 2017; Wertheimer, E., et. al. 2012).

Los componentes de las sefalizaciones mediadas por Rac GTPasas han sido poco
estudiados en el cancer cervicouterino (CC), a pesar de que estas moléculas juegan un papel
clave en el proceso de metastasis. Se ha descrito que la mediana de supervivencia del CC
metastasico es de so6lo 8 a 13 meses, y la tasa de supervivencia a 5 afios es del 16.5% (Zhou,
S. y Peng, F. 2020). En consecuencia, el CC ocupa el cuarto lugar entre las neoplasias en
mujeres de todas las edades con tasas de mortalidad e incidencia mas altas en el mundo y

el segundo lugar en México (Global Cancer Observatory, 2020).

Mas del 95 % de los casos de CC se asocia con la infeccion persistente del virus del papiloma
humano de alto riesgo (VPH-AR) (World Health Organization, 2022), el cual es el agente
infeccioso de transmisién sexual mas comun en todo el mundo. Los tipos de VPH-AR mas
prevalentes son el 16 y el 18, los cuales son causantes de aproximadamente el 70% de todos
los casos de CC (HPV information centre, 2019). La infeccion persistente del VPH-AR
promueve la integracion del genoma viral al genoma celular, provocando la expresion
continua de las oncoproteinas E6 y E7, las cuales son las responsables de alterar la mayoria
de los procesos que favorecen la transformacion celular por este virus. (Hu, D. et. al 2015,
Huh et al., 2007).

Poco se conoce respecto a la participacion de las Rac GTPasas en la progresion y el
mantenimiento del CC; sin embargo, de manera general, se ha descrito una correlacion
directa entre la sobreexpresion y/o la activacion de elementos de Rac GTPasas, con un
aumento de motilidad e invasividad en lineas celulares de CC positivas al VPH-AR y en

lesiones cervicouterinas de alto grado (Wertheimer, E., et. al. 2012; Donnelly, S. K., et, al.
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2017; Zubor, P., et. al. 2020). Adicionalmente, datos transcripcionales sugieren que la
presencia del MRNA de E6 y E7 de VPH-16 alteran los niveles de mRNA de las Rac GTPasas
en células de CC (Olmedo-Nieva, L. et. al. 2022).

La evidencia actual que vincula la actividad de Rac GTPasas como reguladores clave en
procesos relacionados con la agresividad de diferentes tipos de tumores, y su limitado
abordaje hasta el momento en el CC, pone de manifiesto la necesidad de entender posibles
mecanismos de accién de estas moléculas que pudieran ser inducidos a través de las
oncoproteinas de VPH-AR. Esos estudios permitirdn aportar conocimiento sobre el panorama
de vias de sefializacion en el contexto de esta neoplasia, y eventualmente, colaborar con el
desarrollo de estrategias terapéuticas encaminadas a mejorar la calidad de vida de las
pacientes.

En el presente trabajo se evalud el efecto de la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH-16 sobre los niveles de mRNA asi como los niveles proteicos de las Rac GTPasas, sus
activadores GEF y sus efectores involucrados en la reorganizacion del citoesqueleto de
actina. Del mismo modo se evalué su efecto en la migracion celular tras inhibir la activacién

de Rac GTPasas en un modelo de células de CC.

6 Marco teorico

6.1 Senalizacion de las Rac GTPasas

Las Rac GTPasas pertenecen a la familia Rho de proteinas G pequefias y comprenden las
isoformas pardlogas Racl, Rac2, Rac3 y RhoG. Todas ellas actian como interruptores
moleculares que alternan entre una forma inactiva unida a GDP y una forma activa unida a
GTP, lo que permite su interaccién con diversas moléculas efectoras rio abajo para regular
su funcién, asi como regular procesos celulares que involucran el reordenamiento del
citoesqueleto de actina, adhesién celular, migracion, proliferacion, supervivencia,
diferenciacion e incluso transformacion maligna (Parri, M., et, al., 2010). Esos eventos son
parcialmente consecuencia de una rapida transicion en la activacion de las Rac GTPasas, lo
cual se lleva a cabo a través de factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF),
proteinas activadoras de la actividad de GTPasa (GAP) e inhibidores de disociacion de
guanosina (GDI) (Figura 1) (Cherfils, J. et. al. 2013).

Los GEFs, por medio de diversas sefiales inducidas por factores de crecimiento, quimiocinas

y receptores de adherencia, promueven cambios conformacionales en la GTPasa, lo que
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permite que se una el GTP procedente de las altas concentraciones citosélicas, formando asi
un complejo activo Rac-GTP (Wertheimer, E. et. al. 2012; Cherfils, J. et. al. 2013).
Adicionalmente, la actividad biolégica del complejo activo esta regulada por su localizacion
celular, de manera que Rac-GTP necesita anclarse a la membrana citoplasmatica para poder
ejercer su accion sobre sus efectores (Casado-Medrano, V. et. al. 2018). En contraste, la
capacidad de Rac para hidrolizar el GTP es poco eficiente, por lo que requieren la accion de
una GAP para mejorar su actividad enzimatica intrinseca y acelerar la hidrélisis para formar
GDP (Figura 1). De este modo se promueve la formacion del complejo inactivo con Rac-GDP
(Wertheimer, E. et. al. 2012; Cherfils, J. et. al. 2013). Por otro lado, ambos procesos se
regulan a través de los GDI, los cuales forman complejos solubles con las GTPasas en el
citosol, protegiendo su caracteristico grupo lipidico (farnesilo o geranilgeranilo) ubicado en el
extremo C-terminal, estabilizando el complejo inactivo Rac-GDP e impidiendo su anclaje a la
membrana (Wertheimer, E. et. al. 2012).

Intercambio Hidrolisis

GEF GDP/GTP de GTP

Figura 1. Ciclo de la regulacion para la actividad de la GTPasas.

La GTPasa unida a GTP (verde) y a la membrana plasmatica conforman el estado activo. Y aquella
unida a GDP (rojo) formando un complejo con GDI constituye el estado inactivo. Los reguladores del
ciclo son los factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF), proteinas activadoras de
GTPasa (GAP) y los inhibidores de disociacion de guanosina (GDI). Figura modificada de Cheffils, J.
et. al. 2013.

Los reguladores de la actividad de las Rac GTPasas GEF, GAP y GDI, coordinan diversas
funciones celulares involucradas principalmente con el reordenamiento del citoesqueleto de

actina y la motilidad, de manera que la regulacién aberrante en cualquier componente del
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ciclo puede favorecer eventos celulares relacionados con contextos patologicos tales como
procesos migratorios e invasivos en cancer (Wertheimer, E. et. al. 2012; Cherfils, J. et. al.
2013; Casado-Medrano, V. et. al. 2018)

6.1.1 Activacion de Rac GTPasas mediada por GEF

Se han identificado més de 80 GEF, los cuales se pueden clasificar estructuralmente en DBL-
GEF y DOCK-GEF por los dominios que conforman estas proteinas (Cook, D. et. al. 2014).
Los DBL-GEF comprenden de al menos 30 miembros, entre los cuales se encuentra VAV,
TIAM1 y P-REX (Cook, D. et. al. 2014). De manera general, los DBL-GEF poseen uno o mas
dominios cataliticos de homologia Dbl (DH), los cuales son responsables de promover el
intercambio de GDP/GTP, asi mismo, suelen tener uno o mas dominios PH, los cuales
regulan su actividad catalitica y localizacion mediante la unién de fosfoinositidos (Cherfils, J.
et. al. 2013). Adicionalmente, los DBL-GEF pueden poseer multiples dominios de interaccion
proteica, los cuales les otorgan un nivel de complejidad biol6gica mayor, debido a que permite
gue los GEF formen complejos con diferentes proteinas para activar de forma especifica a
las Rac GTPasas, proporcionando asi, mecanismos divergentes de sefalizacién en los
reordenamientos del citoesqueleto que contribuyen a la migracién y la invasién de distintas
formas (Kazanietz, M. et. al. 2017; Cooke, M., et. al., 2020).

Para que los GEF puedan activar las Rac GTPasas, necesitan de una gran variedad de
sefales externas que incluyen factores de crecimiento (como EGF, PDGF y HGF) y ligandos
de receptores acoplados a proteina G (como SDF-1a, esfingosina-1-fosfato y bombesina)
(Kazanietz, M. et. al. 2017). Dichos estimulos son captados por diversos receptores (tales
como integrinas, GPCR y RTKs), para posteriormente generar una cascada de moléculas
intermedias que pueden incluir vias dependientes o independientes de PI3K y regular la
activacion de los GEF (Cherfils, J. et. al. 2013).

En la via dependiente de fosfoinositido 3-cinasas de clase | (PI3K), el producto
fosfatidilinositol (3,4,5) -trisfosfato (PIP3), se une directamente al dominio PH presente en los
GEF para activarlos. Por otra parte, la via independiente de PI3K, puede involucrar
mecanismos mas complejos o incluso la union directa del GEF con los receptores con
actividad de serina/treonina cinasa o de tirosina-cinasa. (Cooke, M., et. al., 2020). En
consecuencia, para ambos casos, los GEF pueden cambiar su localizacion subcelular, asi
como sufrir cambios conformacionales que alteran los mecanismos autoinhibidores y/o sufrir

cambios alostéricos en el dominio catalitico (Lawson C. et. al., 2018).
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Un ejemplo de activacion de las proteinas GEF de manera dependiente de PI3K es la
activacion del GEF P-REX1, que se regula a través de la estimulacibn de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), seguido de la activacién sinérgica de las subunidades GRy
de las proteinas G heterotriméricas y la formacion de PIP3, para su unién directa con el GEF
en su dominio PH (Figura 2A) (Cook, D. et. al. 2014). Por otro lado, el GEF TIAM1 se activa
predominantemente por eventos que son parcialmente independientes de la actividad de
PI3K (Mertens, A. et. al. 2003).

Se ha descrito que la estimulacién de LPA1 por ligandos LPA o PDGF, promueve que TIAM1
se transloque a la membrana celular a través de su dominio PHn, induciendo su fosforilacion
en residuos de treonina por Ca2+/CaMK-lIl y PKC, lo cual desencadena un cambio
conformacional del GEF que le permite unirse a Rac para activarlo. (Mertens, A. et. al. 2003)
Asimismo la estimulacion del receptor HER2 por su ligando HER, promueve que TIAM1 se
fosforile y se desplace de las adherencias intercelulares, propiciando mayor potencial
migratorio en células de cancer de mama (Adam, L., et. al. 2001). Aunado a esto, la expresion
de E-cadherina conduce a una mayor localizacién de membrana de TIAM1 y un aumento en
la actividad de Rac (Fleming, 1., 1999). No obstante, la regulacién de TIAM1-Rac se ha
descrito principalmente como consecuencia de la sefializacién por Ras. Esto ocurre tras la
estimulacion de RTKs, tal como EGFR o PDGFR y por factores de crecimiento como EGF,
PDGF o FGF, lo que provoca la dimerizacién y autofosforilacién en residuos de tirosina de la
region citoplasmatica del receptor. Las tirosinas fosforiladas y su secuencia circundante
forman sitios de acoplamiento como pTyr-y-X-p y NPX-pTyr para la unién de sustratos que
contienen dominios de fosfotirosina y homologia Src 2 (SH2) respectivamente (Belov, A., et.
al. 2012). De esta manera la proteina adaptadora SHC se asocia con EGFR fosforilado a
través de su dominio SH2, lo que promueve su fosforilacion y a su vez, le permite interactuar
con el dominio SH2 de GRB-2 (Walker, F., et. al. 1998). Posteriormente SOS se unira, a través
de sus dominios de prolina en C-terminal, con el dominio SH3 de Grb2, lo que induce la
actividad de SOS hacia Ras, estimulando su unién con GTP (Li S, et.al. 2001). Eventualmente
Ras activo interactla directamente con TIAM1 en su dominio RBD, permitiendo su accion
hacia la activacion de Rac (Figura 2B) (Mertens, A. et. al. 2003; Nussinov, R., 2014). No
obstante, también se han descrito mecanismos de activacién de TIAM1 dependientes de
PI3K, en donde su producto PIP3 pueden unirse a los dominios PHc de TIAM1 permitiendo
gue Rac sea activado (Sander, E., et. al. 1998). Sin embargo, esto ha sido un tema de debate,
ya que también se ha probado que la delecion del dominio PHc no afecta la localizacion ni la
actividad de TIAM1 (Mertens, A. et. al. 2003). Debido a que se han descrito de mejor manera
los mecanismos de activacion de TIAM1 en los que no interviene PI3K ni sus productos, se

dice que es parcialmente independiente de PI3K (Pegtel, D. et al., 2007; Cook, D. et. al. 2014).
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Por otro lado, se ha reportado que el GEF VAV2 se activa mediante su fosforilacion en los
tres posibles sitios de tirosina, Tyr-142, Tyr-159 y Tyr-172 por Src en respuesta a factores de
crecimiento como EGF y PDGF (Tamas, P., et.al. 2003). En retrospectiva, VAV2 se encuentra
autoinhibido en su sitio activo DH por una hélice en la regidon Ac. Tras la estimulacion por
factores de crecimiento, VAV2 se une en su dominio SH2 a sitios de autofosforilacién Tyr-992
y Tyr-1148 del receptor de EGF de una manera dependiente del dominio SH2 de Src. De
manera que VAV2 adquiere una conformacion potencialmente activa a través de su
fosforilacion por las cinasas Src y Syk dentro de la hélice en la region Ac, modificando su
conformacion inhibidora y estabilizandola mediante interacciones con el dominio CH y los
dominios DH-PH, lo que eventualmente favorece su accién hacia las Rac GTPasas (Figura
2C) (Tamas, P., et.al. 2003; Cook, D. et. al. 2014). A pesar de la heterogeneidad con la cual
los GEF TIAM1, VAV2 y P-REX1 son activados, van a tener afinidad similar para activar a las
GTPasas de la sub familia Rac. Sin embargo, las cascadas de sefializaciébn que

desencadenan pueden incluir tanto a efectores comunes como divergentes.
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Figura 2. Mecanismo de activacion de los GEF Tiam1, P-Rex1y Vav2

(A) La activacion de Tiam1 ocurre principalmente a través de la union directa de Ras activo con el
dominio RBD de Tiam1. B) La activacion de P-Rex1 implica la union de su dominio DH con la subunidad
GBy de las proteinas G heterotriméricas, asi como la formacién de PIP3 para su union directa con el
dominio PH. C) La activacién de Vav2 implica la fosforilacién de su dominio AC por Src. El nimero en
el extremo derecho de cada proteina indica el niUmero total de amino&cidos que la conforman. Los
trihngulos rojos indican la posicion de los truncamientos N-terminales que dan como resultado la
formacioén de variantes transformantes y constitutivamente activas. Figura modificada de Cook, D. et.
al. 2014.
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De manera interesante, se han descrito funciones duales de los GEF en la migracién celular
segun el contexto y el tipo de célula, tal es el caso de PREX1 y TIAML. Por un lado, mejoran
la adhesion célula-célula mediada por cadherina, promoviendo una morfologia celular de tipo
epitelial y, por otro lado, pueden contribuir a la extensién del lamelipodio y estimular la

migracion celular (Marei, H. et al., 2017; Pegtel, D. et al., 2007).

En este sentido, una vez que el GEF es capaz de interactuar con las Rac GTPasas, la cinética
de activacién es compleja pero eficiente, al generar respuestas rapidas requeridas por la
célula (Cherfils, J. et. al. 2013). Los GEF modifican el sitio de union del nucleétido en las Rac
GTPasas, formando un complejo de baja afinidad entre la GTPasa unida a GDP y el GEF,
gue posteriormente se convierte en un complejo de alta afinidad de GTPasa/GEF libre de
nucleotidos, esto permite la unién del GTP circundante para la activaciéon completa de Rac
GTPasa (Bos, J. et. al., 2007).

6.1.2 Seinalizacion de efectores de Rac GTPasas en la reorganizacion del
citoesqueleto.

Una de las principales funciones de Rac es regular la dinamica del citoesqueleto,
promoviendo el ensamblaje de actina necesario para el mantenimiento de la morfologia,
polaridad, adhesién y migracion celular (Cherfils, J. et. al. 2013). Para ello, Rac sefializa a
una gran diversidad de proteinas efectoras como la cinasa de serina-treonina PAK1-3 (p21-
cinasa activada), MLK-1-3 (cinasa de linaje mixto), cinasa p70 S6, CaMKIl y muchas otras
(Sauzeau, V. et. al. 2022). Sin embargo, el reordenamiento del citoesqueleto depende de
Rac GTPasas en al menos dos mecanismos principales: un mecanismo ocurre a través de la
transforforilacion del homodimero de la cinasa PAK, que en su forma activa fosforila LIMK y
ésta a la colfilina, inhibiendo la accién despolimerizante de actina de esta Ultima. El otro
mecanismo es a través de la activacion del complejo Arp2/3, cuya funcion es promover la

polimerizacién de nuevos mondmeros de actina. (Figura 3)
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Figura 3. Sefializacién de Rac GTPasa en la reorganizacién del citoesqueleto de actina.

La activacion de Rac promueve cambios relacionados con la reorganizacion del citoesqueleto a través
de la activacion del eje PAK/LIMK (izquierda), para suprimir la actividad despolimerizante de Cofilinal.
Asi también Rac activo induce la liberacion de WAVE a través de complejos Irsp53 0 Nap125-PIR121,
para activar a Arp2/ (derecha), lo que provoca polimerizacién de actina. En conjunto favorecen a
cambios en el citoesqueleto de actina necesarios para la formacién de filipodios y la migracion celular.
Figura modificada de Wertheimer, E. et. al. 2012.

Las cinasas PAK 1, 2 y 3 son isoformas que van a regular su sefializacion a través de
interacciones de sus dominios estructurales. En el estado no activado, forman un homodimero
autoinhibido, producto de la interaccion en cis con su dominio de cinasa serina/treonina (KD)
conservado en el C-terminal y su dominio autoinhibidor (AID) (Fryer, B., 2005).
Eventualmente, a medida que los complejos activos de las Rac GTPasas son generados, van
a interactuar con PAK en su dominio de uniéon a GTPasa (GBD) en N-terminal para interrumpir
la autoinhibicién, lo que conduce a la dimerizacién y trans-autofosforilacion resultando en su

activacion completa de la cinasa (Sorrell, F. et al., 2019).
Una vez activas, las PAK desencadenan una cascada de sefiales a cinasas rio abajo que

estan involucradas en la protrusion de la membrana y el recambio de la adhesién focal al

promover la fosforilacion de proteinas involucradas en la dinamica de la actina. Las PAK
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fosforilan a LIM cinasa-1 (LIMK1), que a su vez fosforila e inactiva a cofilina, suprimiendo el

desensamblaje de los filamentos de actina en el filipodio (Li Z. et al., 2020)

Por otra parte, se sabe que Racl interacciona con el complejo regulador WAVE, y conduce a
la activacion del complejo de nucleacion de actina Arp2 /3, que cuando se combina con la
inactivacion localizada de cofilina mediada por PAK, conduce a la formacion de la red de
actina ramificada caracteristica de invadopodios (Li Z. et al., 2016).

6.2 Sefalizacién aberrante de Rac GTPasas en cancer

La metastasis es un proceso de varios pasos en el que las células migran desde el tumor
primario para diseminarse por el cuerpo, estableciendo tumores secundarios en sitios
distantes (Donnelly, S. K., et, al. 2017). Para lograr esto, las células cancerosas adquieren
capacidades invasivas y forman protuberancias ricas en actina llamadas invadopodios, los
cuales dependen en gran medida de las Rac GTPasas (Cooke, M., et. al., 2020). Debido a su
estrecha implicacién en estos procesos, resulta comuin que se reporten multiples alteraciones
de estas proteinas en diversos tipos de cancer, las cuales incluyen su sobre expresion,
mutaciones puntuales, estabilidad y/o localizacién celular anémala, entre otras (Kazanietz, M.
et. al. 2017; Clayton N. et. al., 2020).

El miembro mas estudiado de la subfamilia de Rac GTPasas es Rac 1y se expresa de manera
ubicua. De manera interesante se ha encontrado que tiene un papel pro-oncogénico en
tumores sélidos y se ha reportado que los ratones knock out para Racl adquieren resistencia
al cancer de piel, pulmén y pancreas impulsado por KRas (Casado-Medrano, V. et. al. 2018).
Asimismo, se ha reportado que la mutacion con ganancia de funciébn en la posicion
aminoacidica P29S de Racl esta presente en hasta el 9% de los melanomas secuenciados
en zonas con exposicion al sol (Krauthammer, M., et. al. 2012). Adicionalmente, se han
descrito otras mutantaciones en Racl con ganancia de funciéon en tumores humanos, como
en las posiciones Q61R y A159V, en cancer de prOstata y cancer de cabeza y cuello,
respectivamente (Casado-Medrano, V. et. al. 2018). No obstante, estas mutaciones también
se han observado en tumores de colon, tiroides y pulmoén (Sauzeau, V. et. al. 2022). Por otro
lado, se encontré que la sobreexpresion y/o hiperactivacién de Racl se correlaciona con la
progresion y mal prondéstico en cancer de testiculo, gastrico, mama, pulmén, ovario, préstata,
vejiga, entre otros (Baugher, P. et al., 2005; Wu, Y. et al., 2014; Sauzeau, V. et. al. 2022). En
este sentido, hay evidencia suficiente que prueba que diversas alteraciones de Racl (que le

permitan su activacion continua) son cruciales en la carcinogénesis.
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El gen de Racl comprende 7 exones; sin embargo, debido al proceso de splicing alternativo
se puede generar una variante transcripcional, conformada de 8 exones con un exén adicional
3b, conocido como la variante Raclb, cuyo producto proteico exhibe una mayor actividad de
intercambio de nucledtidos, una capacidad deteriorada para hidrolizar al GTP y una afinidad
reducida por GDI. Lo que da como resultado un mutante constitutivamente activa, cuya
sobreexpresion se ha reportado en pacientes con cancer colorrectal metastasico y se ha
asociado como un factor negativo para la supervivencia general y la supervivencia libre de
progresion (Casado-Medrano, V. et. al. 2018). Por otra parte, la sobreexpresion de Raclb
esta relacionada con la presencia de metéstasis a distancia y un mal resultado clinico en
pacientes con cancer folicular de tiroides (Casado-Medrano, V. et. al. 2018). Asimismo, su
expresion y/o sefializaciébn andémala se ha descrito en cdncer de mama, adenocarcinomas de
pulmén, pancreas, entre otros (Kawazu, M., et al., 2013; Marei, H. et al., 2017; Cooke, M., et.
al., 2020).

Por otro lado, el gen Rac2 contiene 7 exones y su expresién se encuentra silenciada en
células no hematopoyéticas por metilacion del DNA (Vaghi, V. et. al., 2014). De manera
similar, la eliminacion de Rac2 en modelos in vivo, retrasa significativamente el inicio de
leucemia mieloide aguda. No obstante, también se ha relacionado a Rac2 con multiples tipos
de céancer, y se ha reportado tanto sobre-expresado como sub-expresado en tumores
cerebrales, cancer de células escamosas de cabeza y cuello y leucemias (Kawazu, M., et al.,
2013).

Por su parte, el gen Rac3 abarca 6 exones y en circunstancias no patolégicas, se expresa
principalmente en el cerebro y los tejidos neuronales (Vaghi, V. et. al., 2014). Asi mismo se
ha reportado que su eliminacién en ratones retrasa significativamente el inicio de leucemia
linfoblastica aguda (Casado-Medrano, V. et. al. 2018). Adicionalmente, su regulacién al alza
se ha descrito en carcinoma agresivo de mama, en cancer de préstata y cerebro (Donnelly,
S. K, et, al. 2017).

A pesar de que las Rac GTPasas tienen un grado muy alto de homologia, presentan su mayor
divergencia en el extremo C-terminal, el cual es importante para impulsar su localizacién
subcelular diferencial, lo que permite colocarse en la proximidad de proteinas de diferentes
cascadas de sefializacion, y por tanto la unién a reguladores celulares especificos (Baugher,
P. et al., 2005; Casado-Medrano, V. et. al. 2018). De este modo alteraciones en alguna de las
isoformas paralogas, tendran un efecto suigéneris en la patologia. Por ejemplo, pese a la
identidad del 93% en la secuencia primaria entre Rac3 y Racl, hay evidencia que describe

gue juegan roles antagonicos en diversos procesos celulares, tales como la diferenciacion
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neural, la autofagia, e incluso la invasion celular (Casado-Medrano, V. et. al. 2018; Baugher,
P. et al., 2005, Donnelly, S. K., et, al. 2017).

Aunado a esto, el mecanismo mas comun que explica la hiperactivacion de Rac en el cancer
humano es la desregulacion de la funcibn Rac-GEF. Ya que sus alteraciones también se
relacionan en gran medida con fenotipos pro-oncogénicos y pro-metastasicos. La
desregulacion de los Rac-GEF se produce como consecuencia de la sobreexpresion, la
activacion de mutaciones/deleciones y/o entrada de excesivas sefiales rio arriba. (Casado-
Medrano, V. et. al. 2018). En Ultima instancia, estas sefiales afectaran el estado de activacion
de los GEF. De hecho, varios GEF, como TIAM1 y P-REX1 estan regulados al alza o
hiperactivos en eventos tumorigénicos y metastasicos (Welch H., 2015). Por otro lado, hay
menos evidencia de la desregulacion en la expresion y/o funcién de Rac-GAP. La evidencia
actual sugiere que la expresion aberrante de los GEF en las células cancerosas podria
redirigir la sefalizacibn mediada por diversos receptores hacia el fortalecimiento de la
activacion continua de las Rac GTPasas (Clayton N. et. al., 2020), no obstante, esta hipotesis

contindia siendo objeto de estudio en modelos oncogénicos.

Un GEF implicado en la progresion del cancer es TIAM1, el cual ha tenido un papel
controversial en la interpretacion de sus funciones biolégicas. Por ejemplo, se reportd en
lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, las cuales son altamente migratorias y
metastasicas, que TIAM1 se sobre-expresa y ocurre lo contrario para los modelos menos
invasivos como las células MCF-7 o SK-BR-3 (Lawson C. et. al., 2018). Con base en esto y
con estudios posteriores se establecidé una correlacién entre la sobreexpresion de TIAM1 con

el alto grado tumoral en los carcinomas.

Por otra parte, en un modelo de ratones con cancer de piel inducido por Ras, se observé que
la ausencia de TIAM1 provoca que se desarrollen menos tumores, aunque los tumores que
se forman son mas agresivos (Malliri, A. et al., 2002). Por otro lado, estudios recientes
muestran una relacion inversa entre la expresion de TIAM1 y la progresion de los carcinomas
de mama, por lo que surge la necesidad de reevaluar la participacion de TIAM1 en el cancer

de mama y en otros tipos de cancer (Li, Z., et al., 2016; Lawson C. et. al., 2018).

Siguiendo el ejemplo de los GEF, estudios recientes identificaron que P-REX1 se asocia con
progresion metastésica y mal prondstico en pacientes con cancer de mama y de prostata
(Srijakotre, N., et al., 2017), promoviendo la actividad de Racl en procesos migratorios. La

regulacion positiva de P-REX1 se produce a través de una mayor expresion génica,
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desregulacion epigenética o aumento de la estabilidad de las proteinas (Marei, H. et al.,
2017).

Asi bien, se han reportado multiples estudios que sefialan funciones distintas de las isoformas
de VAV2/3 en el cancer, tal es el caso de VAV2 que se activa en el melanoma metastasico
para promover la expresién de metaloproteinasas que conducen a la invasién. De manera
similar VAV2/3 favorece el crecimiento y metéstasis del cAncer de mama y regula al alza
objetivos genéticos importantes para la metastasis especifica de pulmén en vias
dependientes de Racl (Cook, D. et. al. 2014).

Lo anterior sugiere que la sefalizacion de los GEF en cancer va a depender de escenarios
biol6gicos complejos y posibles mecanismos compensatorios entre los miembros de la misma
familia DBL-GEF y las Rac GTPasas. Por lo tanto, los GEF de Rac, son blancos terapéuticos
prometedoras contra el cancer. Prueba de ello es el desarrollo del compuesto NSC23766 y
sus derivados, el cual se encuentra en una etapa experimental/preclinica, y se ha descrito
como un inhibidor competitivo de la carga de GTP en Racl por TIAM1 y Trio con efectos
antitumorigénicos y antimetastasicos (Mendoza-Catalan. et.al. 2012; Liang, J., et. al. 2021).
Sin embargo, el compuesto NSC23766 no inhibe la activacion de Rac por GEFs como VAV,

ni por otros mecanismos (Shutes A., et. al. 2007).

Recientemente se desarrollaron derivados del compuesto NSC23766, tal es el caso de EHT
1864, cuyo mecanismo radica en la inhibicién alostérica de la unién de nucleétidos a Racl,
Rac 1b, Rac2 y Rac3, lo que impide que la GTPasa ingrese al ciclo de intercambio de
GDP/GTP. Por lo tanto, EHT 1864 tiene un efecto mas amplio que los inhibidores de la
interaccion Rac/Rac-GEF, y podria ser beneficioso para el tratamiento de los canceres con
mutaciones activadoras de Racl, como el melanoma y el uterino (Kazanietz, M. et. al. 2017,
Shutes A, et. al. 2007)

6.3 Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CC) es un problema de salud publica que ocupa el cuarto lugar en
incidencia y mortalidad por cancer en mujeres alrededor de todo el mundo con
aproximadamente 604,127 nuevos casos y 341,831 muertes en el 2020 (Global Cancer

Observatory, 2020). En México ocupa el segundo lugar en incidencia y mortalidad por cancer
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en mujeres, reportandose en el 2020 un total de 9,439 casos nuevos y 4,335 defunciones.
(Global Cancer Observatory, 2020) (Figura 4).
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Figura 4. Estimacion de muertes al afio por cancer en mujeres de todas las edades
Proporcién que ocupa CC (anaranjado) del total de muertes por cancer en mujeres en el mundo
(izquierda) y en México (derecha) Recuperado de Global Cancer Observatory, 2020.

El CC es causado predominantemente por infecciones persistentes del Virus del Papiloma
Humano (VPH), encontrandose la presencia del genoma viral en mas del 91% de los casos
(Chan, C. K., et al., 2019). Adicionalmente, se han sugerido varios factores de riesgo que
aumentan la probabilidad de que se desarrolle una infeccién persistente y la subsecuente
transformacion maligna. Estos incluyen factores infecciosos y conductuales, tal como el
tabaquismo, uso prolongado de anticonceptivos orales, la alta paridad, la coinfeccion con
otros agentes infecciosos como el virus del herpes simple tipo Il o el virus de la

inmunodeficiencia humana. (Small, W. et. Al. 2017).

El CC presenta tasas desproporcionadamente altas en los paises menos desarrollados,
probablemente debido al acceso reducido de las pruebas de deteccion y al alto costo de las
vacunas contra el VPH. (De Martel, C., et. al. 2017). Desafortunadamente el 13% de las
pacientes con CC se diagnostican en etapas avanzadas (Montalvo et al., 2011). Si el CC se
diseminé a los tejidos u érganos circundantes y/o a los ganglios linfaticos regionales, la tasa
de supervivencia a 5 afios es del 58%. Mientras que, si el cancer se ha propagado a una parte
distante del cuerpo, la tasa de supervivencia a 5 afios es de tan sélo el 18 %. (Zhou, S. y
Peng, F. 2020). A diferencia de las pacientes con CC en estadio temprano y localmente
avanzado, que tienen acceso a tratamientos convencionales que incluyen cirugia,
guimioterapia o radioterapia (RT), no existe un tratamiento estandar para las pacientes con

CC metastasico debido a sus manifestaciones heterogéneas. (Li, H., et. al. 2016).
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6.4 Virus del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente infeccioso de transmisién sexual mas
comun en todo el mundo, y es también el causante del 5% de todos los canceres humanos
(Estévao, D. et. al. 2019). Ademas de su fuerte asociaciébn con el CC, estudios
epidemiolégicos demuestran una elevada asociacion de la presencia del VPH con diversos
tipos de cancer como ano en aproximadamente el 90% de los casos, vagina y vulva en el

70%, orofaringe en el 70% y mas del 60 % de los tumores de pene (Wu, J., et. al. 2021).

Hasta el momento, se han identificado mas de 200 genotipos de VPH capaces de infectar al
humano (Serrano, B. et. al. 2018) y de acuerdo a su potencial oncogénico, se pueden
subdividir en VPH de bajo riesgo (VPH-BR); que se relacionan principalmente con el
desarrollo de verrugas y lesiones benignas (Van Doorslaer, K. 2013), y los VPH de alto riesgo
(VPH-AR); los cuales se asocian al desarrollo de cancer. Actualmente hay 15 tipos de VPH-
AR y son responsables de mas del 99,7 % de los casos de CC, de los cuales el 55 % son
positivos al VPH16 positivos y el 15 % al VPH18 (Scarth, JA, et. al. 2021; HPV information
centre, 2019).

El VPH es un virus icosaédrico pequefio de 50-55 nm de didmetro, sin envoltura, que posee
un genoma de DNA bicatenario de aproximadamente 8,000 pares de bases, que contiene por
lo menos ocho marcos de lectura abiertos (ORF), que son expresados en un mRNA
policistrénico. ElI VPH infecta los queratinocitos basales y su expresion es temporal y
sincronizada con su proceso de diferenciacion. El virus expresa las proteinas "tempranas"
como las E1, E2, E4, E5, E6 y E7; asi como las proteinas "tardias" formadoras de la capside
L1 y la menor L2. La regién de control larga (LCR) es esencial para regular la expresion del

genoma viral (de Sanjosé, Brotons & Pavén, 2018).

6.4.1 Oncoproteinas virales (E6 vy E7)

Los impulsores clave de la transformacion mediada por el VPH son la expresion continua de
los oncogenes E6 y E7, cuyos productos proteicos actian en conjunto para prolongar la
progresion del ciclo celular, retrasar la diferenciacion e inhibir la apoptosis en la célula de

gueratinocitos del huésped para generar un entorno propicio para la replicacién viral.

En los canceres invasivos y en un subconjunto de lesiones de alto grado se ha detectado una
mayor expresion de E6 y E7, probablemente debido a la integracion del DNA viral en el
genoma de la célula huésped. Tanto las proteinas E6 como las E7 son esenciales para inducir

y mantener la transformacion celular, debido a su interferencia con el control del ciclo celular
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y la apoptosis. Se cree que la inestabilidad gendmica promovida por VPH es una parte
esencial de la transformacion celular (Narisawa-Saito & Kiyono, 2007). Previamente se ha
descrito que las oncoproteinas virales intervienen en diversos procesos celulares a través de

la interaccién con mdaltiples proteinas blanco.

La proteina E6 de los VPH-AR esté constituida de aproximadamente 150 aminoacidos y
contiene un motivo LXXLL en la region amino terminal que se requiere para interactuar con
distintas proteinas celulares como: E6AP, E6BP, IRF3, tuberina y paxillina, entre otras. Dentro
de estas interacciones proteicas, la union de E6 de VPH-AR con la ubiquitina-proteina ligasa
E3A (E6AP) promueve la degradacion de diversas proteinas reguladoras como la supresora
de tumores p53, evitando de este modo la detencion del crecimiento celular y la apoptosis, lo
gue a su vez favorece la acumulacion de mutaciones en el DNA (Scheffner et al., 1993, Hu,
D. et. al 2015). Por otra parte, en el extremo carboxilo terminal la proteina E6 de los VPH-
AR, contiene un dominio llamado PBM (motivo de union a PDZ), el cual le confiere la
capacidad de interaccionar con proteinas celulares que contienen dominios PDZ. (Howie et
al., 2009). Lo que comunmente induce su degradacion a través del proteosoma (Zhang et al.,
2007). Ejemplos de estas son DLG, Scribble, MUPP1, MAGI-1, -2y - 3, GIPC, PATJ, PTPN3
y PSD95, entre otras. Lo cual generalmente causa la pérdida de contactos célula-célula
mediada por uniones estrechas y, por lo tanto, contribuye a la pérdida de polaridad (Estévéo,
D., et al., 2019) (Figura 5)

La proteina E7 esta formada por 98 aminoacidos que para su estudio se han dividido en tres
regiones conservadas: CR1, CR2 y CR3. La region CR2 incluye un motivo LXCXE
conservado que media la union especifica con la proteina supresora de tumores pRB (Minger
et. al. 1989). La proteina E7 forma un complejo con culina 2, una ubiquitina ligasa de tipo 2,
permitiendo la degradacion de pRB y a su vez, promueve la liberacion y actividad de la familia
de los factores de transcripcién E2F, favoreciendo la continuidad del ciclo celular de G1/S, lo
gue eventualmente conduce a la proliferacion descontrolada de las células (Hu, D. et. al 2015,
Huh et al., 2007) (Figura 5).

Ademas de la inactivacién de los miembros de la familia pRb, se han descrito diversas
funciones de E7, tales como interaccién con las histonas desacetilasas (HDAC) para
promover el crecimiento celular, interaccion con la cinasa dependiente de ciclina (CDK) 2 /
ciclina A, asi como CDK2 / ciclina E, entre otros blancos, lo que afecta la diferenciacion
celular, la apoptosis y la inestabilidad genémica (McLaughlin-Drubin, et. al. 2009; Narisawa-
Saito & Kiyono, 2007).
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Figura 5. Principales proteinas celulares que interaccionan con las oncoproteinas E6 y E7 de
VPH-AR.

La proteina E6 de VPH-AR interacciona con la ubiquitina-proteina ligasa E3A (E6AP), lo que permite
la degradacién de blancos celulares como NFX1, proteinas con dominio PDZ (DLG, Scribble, MUPP1,
MAGI-1, -2, asi como la proteina supresora de tumores p53. Por otro lado, la proteina E7 de VPH-AR
puede degradar a la proteina del retinoblastoma (pRb), promoviendo la transformacion celular.
Recuperada y modificada de Narisawa-Saito & Kiyono, 2007.

Por lo tanto, las oncoproteinas del VPH pueden inducir alteraciones en vias de sefalizacion
celular que contribuyen a la carcinogénesis. Tras la infeccion inicial, esta modulacion
puede ser necesaria para completar el ciclo replicativo y formar particulas virales infecciosas.
Sin embargo, la expresion continua de los oncogenes virales puede eventualmente alterar las

funciones normales de la célula, desencadenando un proceso de transformacién celular.

6.5 Antecedentes: Sefalizacion aberrante de Rac GTPasas en cancer
cervicouterino

Particularmente, en CC se han encontrado aumentado los niveles proteicos de Racly el GEF
TIAM1 a medida que las lesiones cervicouterinas avanzan a un cancer invasor. De manera
interesante, se observd que Racl esta presente en el nicleo de las células de lesiones
cervicouterinas de alto grado comparadas con las lesiones de bajo grado. Por otra parte,
utilizando lineas celulares derivadas de cancer cervicouterino C33A (VPH negativas) y SiHa
(positivas a VPH-16), se observo que al inhibir farmacolégicamente a Racl, se reduce la

proliferacion en estas células (Mendoza-Catalan. et.al. 2012).
Por otro lado, Xu, A. y colaboradores en el 2013 observaron que la ausencia de Racl en

células HelLa disminuye la proliferacion e invasion celular, ademas de disminuir la secrecion

de metaloproteinasa-2 (MMP-2) y aumentar la quimiosensibilidad al cisplatino.
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Otros estudios demostraron que las GTPasas RhoA, Racl y Cdc42 se encuentran activadas
en lineas celulares derivadas de CC, lo que correlaciona directamente con una mayor
motilidad de las células CaSki y SiHa, las cuales son positivas al VPH-16, en comparacion

con las células VPH negativas como C33-A (Matarrese, P. et. al., 2016).

Por otra parte, datos procedentes de un transcriptoma (Olmedo-Nieva, L. et.al. 2022), sefialan
gue la presencia de E7 o E6 de VPH-16 en células C-33 A transfectadas de manera estable,
desregulan los niveles relativos de diversos mRNAs celulares, los cuales traducen a proteinas
cuyas funciones estan relacionadas con la formacién de uniones adherentes, adhesiones
focales y la polimerizacion de actina. Interesantemente, dentro de este andlisis de RNAseq
se encontr6 aumento en los niveles de mRNA de TIAM1, Rac3 y LIMK1 tanto por E6, como
por E7 de VPH-16. Sin embargo, la presencia de E7 de VPH-16 aumenta los niveles de mRNA
de VAV2 y la presencia de E6 de VPH-16 disminuye el mRNA de P-REX1.

Poco se conoce respecto a la participacion de las isoformas de Racl, como Rac2 y Rac3 en
la progresion o el mantenimiento del CC; sin embargo, su expresién y activacion se han
observado en diversos tipos de cancer como aquellos de cabeza y cuello, mama, estbmago
ovario y cerebro, participando en procesos como migracion e invasion, los cuales son
caracteristicos de un fenotipo tumoral agresivo (Wertheimer, E., et. al. 2012, Donnelly, S. K.,
et, al. 2017, Zubor, P., et. al. 2020).

Justificacion

Las Rac GTPasas y sus sefializaciones celulares se han encontrado alteradas en diversos
tipos de cancer, incluyendo el cancer cervicouterino, afectando procesos como proliferacion,
migracion e invasion celular. Los mecanismos moleculares mediante los cuales el VPH-AR
regula la activacion de estas sefializaciones a través de Rac GTPasas aln se desconocen,
por lo que es de interés evaluar la participacion especifica de las oncoproteinas virales en
estos eventos celulares, lo que permitird eventualmente, aportar enfoques terapéuticos y

pronosticos.
Hipotesis

Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 regulan vias de sefializacion de Rac GTPasas 1, 2y

3 afectando procesos asociados con migracion celular en cancer cervicouterino.
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Objetivo general

Evaluar la participacion de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 en sefializaciones
reguladas por Rac GTPasas 1, 2 y 3, asi como su efecto sobre la migracién en células de

cancer cervicouterino.

Objetivos particulares:

1.-Analizar los niveles de mRNA y los niveles proteicos de Rac 1, 2 y 3, asi como de sus GEF
TIAM1, VAV2 y P-REX1 en células C-33 A con expresion estable de las oncoproteinas E6 y
E7 del VPH-16.

2.- Analizar los niveles de mRNA, asi como los niveles de las proteinas fosforiladas de
efectores involucrados con la reorganizacion del citoesqueleto de actina PAK1/2/3, LIMK1 y
cofilinal en células C-33 A con expresion estable de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16.
3.- Evaluar la participacién especifica de la activacion de Rac 1, 2 y 3 en la migracién de
células C-33 A con expresion estable de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16.

4.- Evaluar el efecto de la inhibicidn de los oncogenes de E6 y E7 en células de CC positivas

al VPH 16 (CaSki) sobre elementos de sefalizaciéon de Rac 1, 2y 3.

7 Estrategia experimental

Se emplearon células de cancer cervicouterino C-33A (negativas a VPH) establemente
transfectadas con oncoproteinas E6 o E7 de VPH-16 para realizar los siguientes
experimentos:

1.-Se evalud los niveles de mRNA, asi como los niveles proteicos de Racl,2, 3, TIAM1, VAV2
y P-REX1 mediante gPCR y western blot.

2.- Se evalud los niveles de mRNA, asi como los niveles proteicos fosforilados de PAK1/2/3,
LIMK1, y cofilinal. mediante gPCR y western blot.

3.-Se calcul6é la IC50 del compuesto EHT1864, el cual inhibe la activacion de las Rac
GTPasas 1/2/3, para determinar su efecto citotoxico sobre células no tumorigénicas HaCat y
células de CC, C-33A mediante ensayos de MTS.

4.- Se calcul6 las condiciones de SFB 6ptimas para inhibir la proliferacion celular sin afectar
la viabilidad celular mediante ensayos MTS.

5.- Se realizaron ensayos de cierre de herida para evaluar la migracion celular en ausencia o
presencia de EHT1864.
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8 Materiales y métodos

8.1 Cultivo celular

Se empled la linea celular de céancer de cérvix C-33 A (negativa a VPH) establemente
transfectada con oncoproteina E6 o E7 de VPH-16, o con el vector de expresion p3x-FLAG
CMV.10 (Sigma Aldrich) Asi también se empled la linea de queratinocitos humanos
inmortalizados HaCaT. Ambas lineas celulares se adquirieron de ATCC (American Type
Culture Collection). Fueron mantenidas en medio Eagle de Dulbecco modificado (DMEM)
enriquecido con suero bovino fetal al 10% a 37°C en ambiente humedo y CO2 al 5%.

8.2 Obtencidén de RNA y sintesis de cDNA

Células C-33 A fueron sembradas en placas de 60mm por triplicado y 24hrs post-sembrado
se obtuvo el RNA total de cada condicion utilizando el RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden,
Alemania) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El RNA obtenido se eluy6 en
30uL de H20 libre de RNAsas, posteriormente fue tratado para asegurar la eliminacién del
DNA con el kit DNAse Free DNA removal kit (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA USA).
Se utilizaron 1.5ug de RNA para la reverso-transcripcion (RT) utilizando el Kit High-Capacity
RNA-to-cDNA (ThermoFisher Scientific). La expresion de E6 o E7 de VPH-16 fue verificado

por RT-PCR utilizando primers especificos enlistados en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados para amplificar los genes E6 o E7 de VPH-16 y a los

componentes de la cascada de sefializacion de Rac GTPasas.

Gene Forward 5’ Reverse 3’ Fragmento
(bp)

E6 VPH-16 GTTCCAGATTACGCTTTCAGGAC TTACAGCTGGGTTTCTCTACGTG | 477
E7 VPH-16 | TCATGGAGATACACCTAC TTATGGTTTCTGAGAACA 297
TIAM1 GATGGCAAGAGGGAGAAAGAA CAGAACCAGGATGGAGTGAAA | 101
PREX1 CCTTCTTCCTCTTCGACAAC GGAGCCGTTGATGGATTT 108
VAV2 GTCCTACGGCTTCTACCTAA CATCTCAAACTGCTCCATCC 111
RacT CAGGCCATCAAGTGTGT CCCAGATTCACCGGTTT 98

Racl CGGTGAATCTGGGCTTATG GAACACATCTGTTTGCGGAT 86

Raclb GGAGAAACGTACGGTAAGG ATGATGCAGGACTCACAAG 97

Rac2 TCGAGAAACTGAAGGAGAAG CTCGTCGAACACGGTTT 137
Rac3 ACGGGAAACCAGTCAACTT CCAGAGAGAAGCAGATCAGAAA | 114
LIMK1 GTCGCACCAGTACTATGAGAAG AACCAGTCCCTTGGTGATTT 112
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Cofilin-1 TGTCAAGATGCTGCCAGATAAG GCCCAGAAGATAAACACCAGAT | 102

8.3 Electroforesis de acidos nucleicos

Todas las amplificaciones de cDNA llevadas a cabo, fueron corridas por electroforesis en un
gel de agarosa al 1 % (en TBE 1X mostrado en anexo 1.7). Los marcadores de peso molecular
(Axygen®) que se utilizaron, fueron de 100 pb en todos los casos. El voltaje usado para correr
cada gel vari6 entre 80 y 100 volts. Los electroferogramas resultantes se revelaron con
GelRed de GenScript®, por fluorescencia del colorante en la luz UV.

8.4 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Se emplearon 200ug de cDNA, y se evaluaron los niveles relativos de los genes TIAM1,
PREX1, VAV2, RacT, Racl, Raclb, Rac2, Rac3, LIMK1, y cofilin-1 mediante gPCR utilizando
primers especificos para cada gen, los cuales se enlistan en la tabla 1. La cantidad de
producto de amplificacion se midié en cada ciclo de PCR empleando SYBR Green, el cual
emite fluorescencia a medida que se une al DNA de doble cadena. Los resultados fueron
presentados como una cuantificacion relativa utilizando el método de AACt. Como control de

expresion constitutiva se utilizé el gen 18S.

8.5 Western Blot

Para detectar los niveles de proteina E6 o E7 de VPH16, asi como los diversos blancos
celulares analizados en este trabajo, se realizaron ensayos de western blot utilizando
extractos totales 24 h post-sembrado. Las proteinas diana se transfieren a una membrana
hidréfoba después de SDS-PAGE y se detectan mediante anticuerpos especificos Los
resultados se muestran como niveles proteicos relativos comparados con los niveles proteicos

de un control endégeno housekeeping.

8.5.1 Extraccion de proteinas

Las células C-33 A se cultivaron en placas de 60 mm y se lisaron 24h post-sembrado, para
lo cual se les retiré el medio de cultivo y se lavaron con 2 mL de PBS estéril tres veces.
Posteriormente, las cajas con los cultivos se colocaron sobre hielo y se afiadieron 100uL del
buffer RIPA (Tris100 mM, pH 8.0, NaCl250 mM, Nonidet P-40 al 0.5%, cécteldeinhibidor de

proteasas (Roche) y con inhibidores de fosfatasas Ortovanadato de sodio 8Mm). Las células
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fueron recolectadas utilizando un gendarme. El raspado se pasé de 10-15 veces con una

jeringa de 1 mL, el lisado resultante se conservé a -80°C.

8.5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

Se realizé una electroforesis en medio desnaturalizante con el fin de separar, de acuerdo al
peso molecular, las proteinas presentes en las muestras. Previamente se realiz6 una
cuantificacion de proteina total a las muestras, utilizando el método de &cido bicinconinico, y
se diluyo la muestra con buffer Laemmli 1:1 v: v. Posteriormente se hirvio la muestra a bafio
maria durante 15 minutos y se procedi6 a colocar en el gel de corrida 20 ug de extractos de
proteinas celulares. Se usaron geles de poliacrilamida al 8% y 10 %. La electroforesis se llevd

a cabo usando buffer de corrida 1X a 80 V hasta que el frente de migracion salio del gel.

8.5.3 Transferencia

Una vez que la electroforesis se completd, se realizo la transferencia de las proteinas a una
membrana de fluoruro de nitrocelulosa con poros de 0.2 um (Bio-Rad®) en una cadmara con
buffer de transferencia 1X a 100V durante 2h en frio. Para corroborar la transferencia de
proteinas, la membrana se tifié con una soluciéon de Rojo Ponceau, el cual se une al extremo
amino de las proteinas, posteriormente la membrana se lavé con solucion salina-Tris y Tween

(TBS-T)1X hasta eliminar el colorante.

8.5.4 Blogueo de membrana e incubacidén de anticuerpos primarios y secundarios

La membrana se bloqued durante 1 h 30 min a 37°C con BSA al 7.5 % en solucién con TBS-
T 1X en agitacion. Al finalizar el bloqueo se realiz6 1 lavado de 5 minutos con TBS-T 1X.
Posteriormente, la membrana fue incubada con los anticuerpos primarios correspondientes
durante toda la noche a 4°C en agitacion, seguido de tres lavados con TBS-T 1X en agitaciéon
durante 10 min, la membrana fue incubada con anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa de rdbano (HRP) durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados de
10 min cada uno con TBS-T 1X.

8.5.5 _Anticuerpos
Los anticuerpos primarios empleados fueron: anti-HA (1:1000, Cell Signaling), anti TIAM1

(1:2000 Cell Signaling), anti-Phospho-PAK1 (Thr423) /PAK2 (Thr402) (1:1000 Cell Signaling),
anti-Rac 3 (1:1000 Sigma aAldrich), los cuales fueron diluidos en TBS-T 1X con BSA al 2.5%.
Como control de carga se emplearon los anticuerpos anti- Alpha-Actinina (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, USA) y anti-tubulina (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, USA) y anti-H3

(1:50000, Cell Signaling). Los anticuerpos secundarios empleados en este trabajo fueron anti-
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rabbit y anti-mouse (1:10000, Santa Cruz Biotechnology, USA), acoplados a peroxidasa de
rdbano (HRP), los cuales se diluyeron en TBS-T 1X.

8.5.6 Revelado de la presencia de proteinas

La deteccién de las proteinas se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia de alta
sensibilidad usando el reactivo ECL (Amersham). En este método el peréxido del luminol y
un activador son sustratos de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, las cuales
reaccionan y producen luminiscencia. Para la deteccion se emple6 un sistema de obtencion

de imagenes con el equipo iBright.

8.6 Inmunofluorescencia

Se empled esta técnica la cual utiliza la especificidad de los anticuerpos con tintes
fluorescentes para visualizar la presencia y la distribucion de las oncoproteinas en el modelo
celular a través de un microscopio de fluorescencia. Se sembraron células C-33 A sobre
portaobjetos en placas de 6 pozos y se fijaron 24 horas post-sembrado con PBS-
paraformaldehido al 3.7% durante 10 minutos y se permeabilizaron con PBS-Triton X-100 al
0.1%. Posteriormente, las células fueron tratadas con una solucion de BSA al 0.3% y se
incubaron toda la noche con anticuerpos anti-HA (Cell Signaling) para observar la presencia
de las oncoproteinas en el modelo celular utilizado. Las células se lavaron extensivamente
con PBS y luego se incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo conjugados con
Rhodamina o Alexa-488 (Invitrogen). Los portaobjetos se lavaron extensivamente y fueron

montados utilizando el medio para tincion de nucleos DAPI (Molecular Probes).

8.7 Viabilidad celular e IC50 de EHT1864 para determinar el efecto citotoxico
sobre células HaCat y células C-33A.

Se sembraron placas de 96 pozos con 10 células C-33 A del modelo empleado y células
HaCat, para ambas se colocaron concentraciones del inhibidor EHT1864 (Sigma Aldrich) que
partia de 0.33uM a 100uM. A las 24h, 48h y 72h post-tratamiento, se colocé 20uL del reactivo
CellTiter 96® AQ ueous One Solution, el cual contiene un compuesto de tetrazolio [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna; MTS] y un
reactivo de acoplamiento de electrones (etosulfato de fenazina; PES). Posteriormente se
incubaron las placas a 37°C durante 2 horas. Luego se registraron las absorbancias a 490
nm con un lector de placas de 96 pocillos. La cantidad de producto de formazan medida por
la cantidad de absorbancia de 490 nm fue directamente proporcional al nUmero de células

vivas en cultivo.
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8.8 Proliferacion celular de C-33 A mediante ensayos de MTS

Se sembraron placas de 96 pozos con 10 células C-33 A del modelo empleado a
concentraciones de 10% y 2% de SFB. A las 24h, 48h y 72h post-incubacion, se coloc6 20uL
del reactivo CellTiter 96® AQ ueous One Solution, el cual contiene un compuesto de tetrazolio
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal interna;
MTS] y un reactivo de acoplamiento de electrones (etosulfato de fenazina; PES).
Posteriormente se incubaron las placas a 37°C durante 2 horas. Luego se registraron las
absorbancias a 490 nm con un lector de placas de 96 pocillos. La cantidad de producto de
formazan medida por la cantidad de absorbancia de 490 nm fue directamente proporcional al

numero de células vivas en cultivo.

8.9 Ensayos de cierre de herida

La migracion celular se examind mediante un ensayo de cierre de herida. Se sembraron
aproximadamente 3x10* células en placas ibidi de 2 pozos de 35 mm de alto con medio
DMEM al 2% de SFB. A las 24 h post sembrado se retir6 la celda divisora de 2 pozos que
forma la "herida” y se trataron con el inhibidor EHT1864. Se monitoriz6 la migracion de las
células hacia el cierre de la herida de la misma regién en diferentes tiempos (0, 24 y 48h), y
se adquirieron las imagenes mediante un sistema de camara digital acoplado a un
microscopio invertido de contraste de fases (Axio Vert). A continuacion, se analizé y cuantificd
la repoblacién por células migratorias de la regién de la herida utilizando el software ImageJ

v1.48 (http://imagej.nih.gov/ij/).

8.10 Andlisis Estadistico

Los datos que muestran los efectos de E6 o E7 de VPH-16 en los diferentes ensayos, son
presentados como promedios + SD. El valor de p se calculé6 mediante la prueba estadistica t
de Student no pareada de dos colas. Las diferencias fueron consideradas significativas

cuando *** p <0.001, ** p <0.01 y *p <0.05 comparado con el valor del vector vacio.
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9 Resultados

9.1 Presenciade las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 establemente
transfectadas en células C-33 A.

Previo a el cumplimiento de los objetivos propuestos, se procedié a validar el modelo
experimental utilizado, el cual consiste en células de cancer cervicouterino C-33 A (negativas
a VPH) establemente transfectadas con los oncogenes E6 y E7 del VPH-16, clonados en el
vector de expresion p3x-FLAG CMV-10, que permite generar proteinas de fusion con las
secuencias de etiquetas Flag y HA para su inmunodeteccion, utilizando como control las
células transfectadas con el vector vacio (p3x). Las construcciones de los plasmidos utilizados
estan ilustradas en la Figura 6A. Primeramente se evaluo la presencia de los oncogenes E6
y E7 de VPH-16 a través de RT-PCR, observando sus productos de amplificacién de ~477pb
y ~297pb respectivamente (Figura 6B). Cabe mencionar que al utilizar los primers que
flanquean la secuencia completa de E6, también se amplifican los productos de splicing
alternativo del RNA llamados E6*, siendo el mas abundante el transcrito E6*| detectado en
295 pb. Posteriormente utilizando extractos de proteinas totales, se evaluaron los niveles
proteicos de E6 y E7 de VPH-16 realizando ensayos de inmunodeteccion por western blot
mediante su identificacion con la etiqueta HA, en donde se evidencia la presencia de dichas
oncoproteinas a 23kDa y 25kDa aproximadamente, de manera similar se observa la
presencia de las isoformas de E6 denominadas E6* (banda de ~15 KDa) (Figura 6C), las
cuales son producto de transcritos pequefios de E6 como resultado del splicing alternativo,
siendo esta una caracteristica coman de los VPH de alto riesgo (VPH-AR) (Mesplede et al.,
2012). Acorde con los resultados anteriores, para confirmar la presencia y localizaciéon de
dichas oncoproteinas, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia, identificando a E6 y E7
de VPH-16 con la etiqueta HA en verde (Figura 6D), y se observa la presencia aparente de
ambas oncoproteinas con localizacién predominantemente nuclear, lo que concuerda con lo
antes reportado (Knapp, A. et. al. 2009) (Mespléde et al., 2012). En conjunto estos
experimentos demuestran la presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 en las

células C-33 A transfectadas de manera estable.
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Figura 6. Presencia de E6 y E7 de VPH-16 en células C-33 A transfectadas de manera estable.
(A) llustracién de la transfeccion estable de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 (de tamafios 477pb y
297pb respectivamente) clonados en el vector de expresion p3x-FLAG CMV-10. (B) Electroforesis en
gel de agarosa al 1% de los productos amplificados mediante RT-PCR de E6, E6* y E7 de VPH-16
(~477, ~295 y ~ 297 pb respectivamente), utilizando como control endégeno el gen para la subunidad
ribosomal 18S: (MPM) Marcador de 100 pb; (-) control negativo H20; (+) control positivo cDNA a partir
de células CaSki positivas al VPH-16, (VV) vector vacio. (C) Niveles proteicos de E6 y E7 de VPH-16
mediante inmunodeteccién por western blot utilizando anticuerpos para la etiqueta HA y a-actinina
como control de carga: (VV) vector vacio; E616, E6*16 y E716 (bandas de ~23, ~15 y ~ 25 kDa
respectivamente). (D) Localizacion y presencia, mediante inmunofluorescencia, de E6 y E7 de VPH-
16 utilizando anticuerpos para la etiqueta HA (verde) y nlcleos tefiidos con DAPI (azul).

9.2 E7 de VPH16 aumenta los niveles de mRNA del GEF TIAM 1, mientras que
E6 de VPH 16 disminuye los niveles de mRNA de GEF P-REX1.

Diversas moléculas inducen la activaciéon de las sefalizaciones mediadas por las Rac
GTPasas, las cuales dependen de la sefalizacion de factores de crecimiento, quimiocinas y
receptores de adherencia, que generan a su vez la activacion de los factores de intercambio
de nucleétidos de guanina (GEF) (Wertheimer, E. et. al. 2012). Los GEF inducen la
disociacién de GDP y permiten la formacion de un complejo activo con las Rac GTPasas
unidas a GTP. (Cherfils, J. et. al. 2013). De esta manera, nos interes6 analizar el efecto de
los oncogenes E6 y E7 sobre los niveles de mRNA de TIAM1, PREX1y VAV2.

Una vez establecido el modelo celular, se emplearon células C-33 A establemente
transfectadas con las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16, utilizando como control al vector
vacio p3x y se realizé qPCR para evaluar los niveles de mRNA de los GEF: TIAM1, P-REX1

y VAV2. De manera interesante se observo que la presencia de la oncoproteina E7 de VPH16
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aumenta significativamente los niveles de mRNA de TIAM1 (Figura 7A), mientras que de
manera independiente E6 de VPH-16 disminuye significativamente los niveles de mRNA del
GEF P-REX1 (Figura 7B). Por otra parte, estas oncoproteinas no causan un efecto en los
niveles de mRNA del GEF VAV2 (Figura 7C). Partiendo de los resultados anteriores, se
evaluaron los niveles proteicos de TIAM1 en extractos totales, por lo que se realizé
inmunodeteccion por western blot, utilizando como control de carga a-tubulina, y se observo
gue las proteinas E6 y E7 de VPH-16 no afectan los niveles proteicos de TIAM1 comparado
con el vector vacio (Figura 7D y 7E). Estos resultados sugieren que ambas oncoproteinas
juegan un papel clave en la regulacion de los niveles de mRNA de TIAM1 y P-REX1; sin
embargo, esto no afecta los niveles proteicos de TIAM1. Por otra parte, después de
comprobar que E6 abate los niveles de mRNA de P-REX1, se pretenderd eventualmente
evaluar su participacion sobre los niveles proteicos de este GEF en el modelo celular.
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Figura 7. E7 de VPH16 aumenta los niveles de mRNA del GEF TIAM 1, mientras que la presencia
de E6 de VPH 16 disminuye los niveles de mRNA del GEF P-REX1.

(A) Gréfica representativa del analisis de los niveles de mRNA de TIAM1, (B) P-REX1 y (C) VAV2
mediante gPCR, los resultados se presentan como cuantificacion relativa utilizando el método AACH,
las barras representan la media + D.E de los datos de 3 experimentos independientes. Se realiz6 el
analisis estadistico con la prueba t de Student no pareada de dos colas, *** p<0.001 y * p <0.05
comparado con el valor del vector vacio. (D, E) Imagen representativa y grafica de analisis
densitométrico correspondiente de los niveles proteicos mediante inmunodeteccion por western blot
para TIAM1 (~220kDa) y a-tubulina (~55kDa) como control de carga. En el andlisis densitométrico se
utilizé el software Image J, los datos de tres experimentos independientes fueron promediados y
graficados mostrando la media + D.E.
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9.3 E7 de VPH-16 aumenta los niveles de mRNA de Racl, Rac 1b, mientras
gque E6y E7 de VPH-16 aumentan los niveles de mRNA de Rac3.

Con base en los resultados anteriores, donde se observé que las oncoproteinas cambian los
niveles de mMRNA de algunos GEF, nos preguntamos si también afectan los niveles de mRNA
las Rac GTPasas que, al ser traducidas, son sus blancos de activacion rio abajo. Las
GTPasas actian como interruptores moleculares que, por efecto de los GEF, oscilan entre
un estado activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP. En su forma activa,
desencadenan una sefalizacion clave en procesos celulares que involucran el
reordenamiento del citoesqueleto de actina, adhesion celular, migracion, proliferacion,
supervivencia, diferenciacion e incluso transformacion maligna. (Cherfils, J. et. al. 2013; Parri,
M., et, al., 2010). Debido a su importante rol en la célula, se procedi6 a evaluar los niveles de
MRNA y proteicos de las Rac GTPasas.

Se utilizaron células C-33 A establemente transfectadas con las oncoproteinas E6 y E7 de
VPH-16, para lo cual se usé como control la transfeccién con el vector vacio p3x,
posteriormente se realiz6 qPCR para evaluar los niveles de mRNA de los transcritos de las
Rac GTPasas 1, 1b, 2 y 3. Observamos que la presencia de E7 de VPH-16 aumenta
significativamente los niveles de mRNA de Racl Total (RaclT) (Figura 8A), lo que
corresponde a los transcritos Racl y Raclb. Para la amplificacién de Rac 1T, se disefiaron
primers que permiten detectar el transcrito de Racl que esta conformado por 7 exones, asi
como su variante de splicing Rac 1b, el cual contiene 8 exones (Figura 8E), este exoén
adicional le confiere activacion constitutiva y se ha reportado sobre-expresada en canceres
de colon y mama (Parri, M., & Chiarugi, P. 2010), por lo que fue de interés evaluar su
expresion en este modelo celular de cancer de cérvix. Con base en los resultados anteriores,
se pretendi6 discernir si el fendbmeno de aumento de expresion causado por E7 de VPH-16
corresponde a uno o ambos transcritos que conforman a RaclT, de manera que se evaluo
especificamente los niveles de mRNA de Racl y de Raclb. Interesantemente se observo que
el transcrito de Racl, asi como de Rac 1b aumentan significativamente sus niveles en
presencia de E7 de VPH16. (Figura 8B y 8C). Lo anterior se logré con ayuda de primers que
fueron disefiados para flanquear una secuencia Unica de cada gen, en el caso de Rac 1, se
usaron primers que flanquean una unién exon-exoén, la cual en Raclb se encuentra separada
por un exén adicional, por otra parte, para el caso de Raclb, se usaron primers que permiten
amplificar la secuencia del exdn adicional que contiene Unicamente esta variante de splicing
(Figura 8F). Por otra parte, de manera interesante se encontr6 que el mRNA de Rac3 se
encontraba aumentado en presencia de las oncoproteinas E6 o E7 de VPH-16 (Figura 8D).

Es importante mencionar que, el transcrito de Rac2 no fue detectada con los primers usados,
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debido a que, como se ha reportado previamente, este gen se encuentra metilado a nivel
DNA en células no hematopoyéticas (Parri, M., & Chiarugi, P. 2010).
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Figura 8. E7 de VPH16 aumenta los niveles de mRNA de Rac 1 y Rac 1b, mientras que E6 o0 E7
de VPH-16 aumentan los niveles de mMRNA de Rac3.

(A) Gréfica representativa del andlisis de los niveles de mRNA de Racl T, (B) Racl, (C) Raclb y (D)
Rac3 mediante gPCR, los resultados se presentan como cuantificacion relativa utilizando el método
AACt, las barras representan la media + D.E de los datos (n=3). Se realizé la prueba estadistica t de
Student no pareada de dos colas, *** p <0.001, ** p <0.01 y *p <0.05 comparado con el valor del vector
vacio. (E) Esquema representativo que muestra la region que amplifican los primers usados (verde)
dentro de la secuencia de Racl y Raclb (ambas en azul), asi como la representacion de unién exon-
exon de Racl y el exén adicional Rac 1b (ambas en rojo). (F) Esquema representativo que muestra la
region que amplifican los primers usados para Racl (verde) y Raclb (morado) dentro de sus
secuencias (ambas en azul), asi como la representacion de unién exén-exéon de Racl y el exdn
adicional Rac 1b (ambas en rojo).

Después de observar que las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 aumentan los niveles de
MRNA de Rac 1, 1b y 3, se pretendid evaluar los niveles proteicos de estas isoformas
empleando inmunodeteccién por western blot, para lo cual se usaron extractos totales del
mismo modelo celular y se utilizé el anticuerpo Rac1/2/3. De manera interesante, se observa
una tendencia de aumento en los niveles proteicos de Rac 1/2/3 en presencia de E7 de VPH-
16. No obstante, no se encontraron cambios significativos (Figura 9A y 9B). Cabe sefialar que
el anticuerpo detecta las 3 isoformas, por lo que posteriormente se us6 un anticuerpo para
Racl (Figura 9C y 9D) y otro para Rac 3 (Figura 9E y 9F), y de manera similar se observa

una tendencia en aumento en los niveles proteicos de Rac 1 en presencia de E6-VPH-16, sin
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embargo, no se observaron cambios estadisticamente significativos en ambos niveles

proteicos en presencia de las oncoproteinas comparando con el vector vacio p3x
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Figura 9. Niveles proteicos de Rac GTPasas en presencia de E6 y E7 de VPH-16.

(A, B) Imagen representativa y gréfica de analisis densitométrico correspondiente de los niveles
proteicos mediante inmunodeteccién por western blot para Rac 1/2/3, (C, D) Rac 1y (E, F) Rac 3
(~21kDa), utilizando como control de carga a-tubulina (~55kDa) e Histona 4 (~10kDa). En el andlisis
densitométrico se utilizé el software Image J, los datos de tres experimentos independientes fueron
promediados y graficados mostrando la media + D.E.

9.4 E7 de VPH-16 aumenta los niveles de mRNA de LIMK 1y cofilina 1

La regulacién de la dindmica del citoesqueleto es esencial para el mantenimiento de la
morfologia celular, polaridad, adhesion y migracion (Parri, M., et, al., 2010). El control de la
reorganizacion del citoesqueleto a través de las Rac GTPasas implica principalmente la
activacion de su efector PAK que a su vez genera una cascada de sefializacion que activa a
cinasas rio abajo incluyendo LIMK1, la cual fosforila e inactiva a cofilinal, proceso que da
como resultado finalmente la supresion del desensamblaje de los filamentos de actina en el
filipodio (Parri, M., et, al., 2010). Es por eso por lo que se evalud la expresion del eje rio abajo
PAK/LIMK1/Cofilinal en el modelo celular utilizado.

La cinasa PAK se encuentra como homodimero auto inhibido. De manera que la union de la
GTPasa interrumpe esta autoinhibicion y conduce a la dimerizacion y trans-autofosforilacion
gue resulta en su activacion completa (Sorrell, F. et al., 2019). De este modo, las isoformas
de PAK activas estaran fosforiladas en residuos de treonina homologos T423, T402 y T421

respectivamente para PAK 1, 2 y 3. Después de observar que las oncoproteinas E6 o0 E7 de
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VPH-16 aumentan los niveles de mRNA de Rac 1, 1b y 3, se pretendié evaluar a fosfo-PAK1-
2 como uno de los principales efectores de su via, de manera que se utilizaron extractos de
proteinas totales del mismo modelo celular empleando western blot, para lo cual se eligio el
anticuerpo P-Pak1/2 (T423/T402). Como resultado, no se observaron cambios significativos
en los niveles proteicos de las fosfo-formas Pakl1/2/3 en presencia de las oncoproteinas
(Figura 10A y 10B). Sin embargo, aun es necesario evaluar los niveles de Pak 1, 2 y 3 totales
comparados con los niveles fosforilados para determinar de forma mas precisa si las cinasas
Se encuentran activas.

Por otro lado, previamente se observé aumento en los niveles de mRNA de LIMK1 en el
transcriptoma del modelo celular en presencia de E6 o E7 de VPH-16, por lo que se realizd
gPCR para evaluar los niveles de mRNA de LIMK1 y asi también el mRNA de cofilinal. De
manera interesante se observo que la presencia de la oncoproteina E7 de VPH16 aumenta
significativamente los niveles de mRNA de LIMK1 (Figura 10C) y de cofilina 1 (Figura 10D).
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Figura 10. E7 de VPH-16 aumenta los niveles de mRNA de LIMK 1y cofilina 1
(A, B) Imagen representativa y grafica de analisis densitométrico correspondiente de los niveles
proteicos mediante inmunodeteccién por western blot para P-Pakl/2 T423/T402 (~55-72 kDa)
utilizando como control de carga Histona 3 (~15kDa). En el analisis densitométrico se utilizé el software
Image J, los datos de tres experimentos independientes fueron promediados y graficados mostrando
la media + D.E.. (C) Gréfica representativa del andlisis de los niveles de mRNA de LIMK1 y (D) Cofilinal
mediante gPCR, los resultados se presentan como cuantificacion relativa utilizando el método AACH,
las barras representan la media + D.E de los datos (n=3). Se realiz6 la prueba estadistica t de Student
no pareada de dos colas, ** p <0.01 comparado con el valor del vector vacio.
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9.5 IC50 de EHT 1864 para la viabilidad de células C-33 A establemente
transfectadas con E6 o E7 de VPH-16 y de células HaCat.

Los resultados anteriores sefialan que la presencia de las oncoproteinas no afecta de manera
significativa los niveles proteicos de Rac GTPasas, sin embargo, la actividad de las GTPasas
no depende de su nivel proteico, mas bien de la unién con GTP. Con el fin de dar cumplimiento
a los objetivos propuestos, se pretendioé evaluar la participacion de las oncoproteinas sobre
la actividad de las Rac GTPasas en el proceso de migracion celular. Por lo que se adquirio el
inhibidor EHT 1864, el cual coloca a las GTPasas de la familia Rac (Racl, 1b,2 y 3) en un
estado inerte e inactivo, alterando su funcion y su sefializacién rio abajo mediante un
mecanismo novedoso que implica el desplazamiento del nucleétido de guanina (Figura 11A).
Primeramente, se calcul6 la concentracién inhibitoria 50 (IC50) para la muerte celular
mediante ensayos de viabilidad celular (MTS) sobre el modelo de células C-33 A en presencia
de E6 o0 E7 de VPH-16, asi también se decidié evaluar la IC50 del mismo parametro en células
no tumorigénicas HaCat, correspondiente a una linea celular humana de queratinocitos
inmortalizados. Se emplearon células no tumorigénicas para evaluar si el farmaco producia
porcentajes de viabilidad celular disminuidas en células no cancerosas comparado con el
modelo celular empleado de C-33 A, lo cual seria un mal pronéstico para su uso en
experimentos posteriores, como en modelos in vivo, encaminados a formar parte de una

terapia efectiva en CC.

Como resultado se obtuvo una IC50 de 15.13uM, 13.31uM, 11.67uMy 45.92uM de EHT1864
para células C-33A con el vector vacio, E6 0 E7 de VPH-16 y células HaCat respectivamente,
gue corresponde a las 24 horas post tratamiento (Figura 11B). De manera similar se obtuvo
una IC50 de 13.24uM, 11.42uM, 10.73uM y 37.06uM de EHT1864 para células C-33A con el
vector vacio, E6 o E7 de VPH-16 y células HaCat respectivamente, que corresponde a las 48
horas post tratamiento (Figura 11C). Y finalmente se encontraron las IC50 de 12.15uM,
11.31uM, 10.63uM y 30.03uM de EHT1864 para células C-33A con el vector vacio, E6 o E7
de VPH-16y células HaCat respectivamente, que corresponde a las 72 horas post tratamiento
(Figura 11D). Estos resultados sugieren que tras el tratamiento con el inhibidor EHT1864, las
células C-33 A, asi como las células transfectadas con E6 o E7 de VPH-16, tienen porcentajes

de viabilidad celular menores que las células no tumorigénicas HaCat.
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Figura 11. IC50 de EHT 1864 en células C-33 A establemente transfectadas con E6 o E7 de VPH-
16 y células HaCat.

(A) Imagen que ilustra la estructura y el mecanismo molecular de desplazamiento del GTP por la
molécula pequefia EHT1864 para la formacion de Rac GTPasa inactiva. (B) Grafica que ilustra la IC50
de EHT1864 para células C-33A con el vector vacio (linea negra), E6 (linea azul) o E7 (linea roja) de
VPH-16 y HaCat (linea vede) respectivamente correspondiente a las 24 horas, (C) 48 horas y (D) 72
horas de tratamiento. Las barras representan la media + D.E de los datos (n=8) de un experimento.

9.6 Proliferacion de células C-33 A establemente transfectadas con E6 o0 E7
de VPH-16.

Se evalud la participacion de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 sobre la proliferacion de
C-33 A con tiempos de 24h, 48h y 72h empleando concentraciones de suero fetal bovino
(SFB) del 10% y 2%. De manera interesante, observamos que en condiciones de SFB al 10%,
ambas oncoproteinas aumentan significativamente la proliferacion celular desde las 24h de
incubacién comparado con el vector vacio (VV) (Figura 12). Lo anterior es concordante con
diversos reportes que demuestran el papel de las oncoproteinas de VPH-16 sobre el aumento
en la proliferacion celular, impulsando la progresion del cancer (Pal, A., & Kundu, R. 2020).

Por otro lado, encontramos que al emplear SFB al 2% se observan porcentajes de
proliferacion similares entre las células C-33 A transfectadas con el vector vacio, E6 y E7 de
VPH-16 a los tiempos evaluados. No obstante, el breve aumento en la proliferacion celular
por E6 y E7 de VPH-16 son estadisticamente significativos desde las 48h de incubacion
comparado con el VV al 2% de SFB (Figura 12). Cabe sefialar que soélo se realiz6 un
experimento, no obstante, se observa una disminucién dréstica de la proliferacion entre las

células C-33 A con SFB al 2% en comparacion con las células en condiciones de SFB al 10%.

43



3001 ok Fkk

lulas C33 A

T 200-

c

O *%

5

© : T

& 1001 - HAHREE 1HE 2

S QU VR VO UL U WP VP WXV SFB(%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h  Tiempo (h)

Y, E6-16 E7-16

Figura 12. Proliferacion de células C-33 A.

Grafica que muestra el porcentaje de proliferacién de células C-33 A, empleando concentraciones del
2% y 10% de SFB a las 24 horas, 48 horas y 72 horas. Las barras representan la media + D.E de los
datos (n=5) de un experimento. Se realiz6 la prueba estadistica t de Student no pareada de dos colas,
*** n <0.001, ** p <0.01 y *p <0.05 comparado con el valor del vector vacio correspondiente a la
concentracion de SFB empleado.

9.7 E6 0 E7 de VPH-16 aumentan la migracion de manera dependiente de Rac
GTPasas.

Tras descartar algin efecto de las oncoproteinas en los niveles proteicos de las Rac GTPasas
y sus efectores, nos preguntamos si la presencia de las oncoproteinas E6 o E7 de VPH-16
afectan la actividad de las Rac GTPasas en procesos de migracion celular. Con base en los
resultados anteriores, se determinaron las condiciones ideales para evaluar la migracion
celular mediante el ensayo de cierre de herida, de modo que se disminuyo la proliferacién
celular al maximo, sin afectar la viabilidad celular. Por lo que se utilizé la IC40 de EHT1864
correspondiente a las 24 h de tratamiento para cada linea celular con SFB al 2%. Cabe
sefalar que, al emplear concentraciones menores del 2% de SFB, hallamos muerte celular
desde las 24h post tratamiento con el inhibidor EHT1864.

De manera interesante, se observo que la presencia de las oncoproteinas E6 o E7 de VPH-
16 en el control sin tratamiento (E6-, E7-), aumentan significativamente la migracion a las 24
y 48 horas en comparacion con el control del vector vacio sin tratamiento (VV-) (Figura 13 A
y 13 B) Estos datos son congruentes con diversos estudios que subrayan el efecto de las
oncoproteinas en la sefializacion de mdltiples vias que subyacen y favorecen los procesos

migratorios celulares (Vats, A., et. al. 2021). Por otra parte, este aumento observado en la
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A)

migracion con el control sin tratamiento en presencia de E6 o E7 de VPH-16 (E6-, E7-), se vio
significativamente disminuido tras el tratamiento con el inhibidor EHT1864 (E6+, E7+). Sin
embargo, la migracion de las células con el vector vacio sin tratamiento (VV-), no se vio
alterada tras el tratamiento con el inhibidor EHT1864 (VV+). De este modo se observo que
las oncoproteinas E6 o0 E7 de VPH-16 aumentan la migracién de manera dependiente a la
actividad de las Rac GTPasas (Figura 13 Ay B).
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Figura 13. E6 0 E7 de VPH-16 aumentan la migracion de manera dependiente de Rac GTPasas.
(A) Imagen representativa de ensayos de migracion por cierre de herida en presencia del inhibidor
EHT1864 (amarillo) o con el control vehiculo (azul). Imagenes tomadas con microscopio invertido de
contraste de fases a las OH, 24H y 48H. (B) Grafica que muestra el porcentaje de cierre de herida a
los tiempos evaluados; control vehiculo (-), tratamiento con EHT1864 (+). Todos los resultados se
presentan como el promedio de 4 experimentos independientes, las barras representan la media + D.E.
Se realiz6 la prueba estadistica t de Student no pareada de dos colas, *** p <0.001, ** p <0.01 y *p
<0.05 comparado con el valor del vector vacio.

10 Discusion de resultados

Las Rac GTPasas, a través de su sefializacion rio abajo, regulan procesos celulares que
involucran el reordenamiento del citoesqueleto de actina, adhesion celular, migracion,
proliferacion, supervivencia, diferenciacion e incluso transformacion maligna (Parri, M., et, al.,
2010). Las alteraciones de las Rac GTPasas y sus GEF se han descrito en varios tipos de
cancer humanos, y en algunos casos su sobreexpresién se asocia con la progresién tumoral
metastasica y mal pronéstico en cancer de mama, pulmén, testiculo, ovario, melanoma, entre
otros (Wertheimer, E. et. al. 2012; Kawazu, M., et al., 2013; Marei, H. et al., 2017; Cooke, M.,
et. al., 2020; Casado-Medrano, V. et. al. 2018). Sin embargo, se sabe poco sobre el papel de

las Rac-GTPasas en el CC.
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Xu, A. et. al. en el 2013, demostraron que el abatimiento de Racl con shRNA en células HelLa
positivas a VPH-18, disminuye la invasién celular, la proliferacibn y aumenta la
guimiosensibilidad al cisplatino. Por otro lado, Mendoza-Catalan M. et. al. en el 2012,
encontraron que las GTPasas Racl y el GEF TIAM1 aumentan en lesiones intraepiteliales
(SIL), y que la expresion alterada de TIAM1 se correlaciona con la infeccion por VPH-AR. Lo
gue sugiere que Racl es importante en la progresion del CC. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para determinar si el aumento de los niveles proteicos de Rac y sus GEF es el
resultado de un evento secundario relacionado con la progresion de la malignidad o es
inducido directamente por las oncoproteinas del VPH-AR.

De manera interesante Olmedo-Nieva, L. et. al. en el 2022, analizaron los perfiles de
expresion dependientes de las oncoproteinas E6 y E7 en lineas celulares de CC, asi como
su relacion en vias de sefializacion celular y procesos biol6égicos involucrados con uniones
adherentes, adhesiones focales y polimerizacion de actina. Dentro de este estudio, datos
procedentes de RNAseq en células C-33 A establemente transfectadas con E6 y E7 de VPH-
16, mostraron de manera interesante que la presencia de las oncoproteinas aumenté los
niveles de mRNA de TIAM1, Rac3 y LIMK1. Del mismo modo la presencia de E7 de VPH-16
aumento la el mMRNA de VAV2, mientras que E6 de VPH-16 disminuyd el mMRNA de P-REX1
en el mismo modelo celular. Partiendo de esto, en el presente trabajo se utiliz6 el mismo
modelo celular para evaluar el efecto especifico de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16
sobre la sefalizacién de las Rac GTPasas. De manera interesante validamos que la presencia
de E7 de VPH-16 aumenta los niveles de mRNA de TIAM1, Racl,1b y 3, asi como de
elementos de la via rio abajo, tal como LIMK1 y cofilinal. De manera similar, la presencia de

E6 de VPH-16 aumentd la expresion del transcrito Rac3 y disminuyé el transcrito de P-REX1.

Actualmente se conoce que la expresion de PREX1 en muchos tipos de cancer humanos
ocurre a través de cambios en la regulacién epigenética y estudios recientes revelaron que
en células y tumores de cancer de mama hay una correlacién inversa entre la metilacion en
las islas CpG del promotor de PREX1 y la expresion del gen (Barrio-Real, L. et. al. 2014). Por
otro lado, se ha descrito un mecanismo de silenciamiento génico mediado por E6 HPV-16 en
CC, el cual ocurre a través de la sobreexpresion de la DNA metil transferasa 1 (DNMT1), el
mecanismo implica la degradacion de p53 y la liberacion de Spl. La sobreexpresion de
DNMT1 provoca la hipermetilacion de las islas CpG en la region promotora de diversos genes
supresores de tumores, lo cual favorece al mantenimiento de la neoplasia (Au Yeung, CL. et.
al. 2010). Por lo que es posible que la presencia de E6 de VPH-16 pudiera disminuir la
expresion de PREX1 por mecanismos epigenéticos preferentes, aunque cabe sefialar que los

mecanismos epigenéticos son muy amplios y se necesitaria hacer diversos ensayos para
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probar esta hipotesis. Por ejemplo, se podria evaluar primeramente los niveles de metilacion
en la secuencia de PREX1, asi como en su regién promotora mediante métodos de
secuenciacién gendmica con bisulfito y pirosecuenciacion en presencia o ausencia de las
oncoproteinas. Aunado a esto, resultaria interesante para experimentos posteriores analizar
los niveles proteicos de PREXL, asi como su activacion, para proporcionar mas informacion
sobre esta firma caracteristica en el modelo utilizado, lo que explicaria mejor el rol de las

oncoproteinas E6 y E7 VPH-16 sobre la expresion y sefializacion de PREX1.

Por otro lado, no se ha reportado un mecanismo epigenético preferente en la regulacion de
la expresion de TIAM1; sin embargo, se sabe que TIAM1 esté elevado en varias neoplasias
malignas, como linfoma, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de
pulmén, asi como en CC (Yang, Y., et. al. 2018), contribuyendo en una serie de procesos
involucrados en la progresion tumoral, incluida la apoptosis, la linfangiogénesis, la migracion
y metéstasis (Mendoza-Catalan. et. al. 2012; Yang, Y., et. al. 2018; Lawson C. et. al., 2018).
No obstante, se ha encontrado que la proteina de union C-terminal CtBP2, promueve la
migracion de células cancerosas humanas mediante la activacion transcripcional de TIAM1
(Paliwal, S., et.al. 2012). Asi mismo, recientemente se ha encontrado que este regulador
transcripcional se encuentra significativamente sobreexpresado en tejidos de pacientes con
CC, en comparacion con las pacientes con tejido de cuello uterino normal sin VPH (Chen, M.,
et. al. 2020). Sin embargo, no es posible establecer por ahora una relaciéon entre la
sobreexpresion observada de TIAM1 o su regulacién mediante CtBP2 en el modelo celular
utilizado, debido a que los mecanismos por los cuales la proteina E7 de VPH-16 participa en
los procesos de regulacion de TIAM1 permanecen desconocidos. En este sentido, otra
hipétesis que pudiera explicar el aumento del gen TIAM1 por la presencia de E7 de VPH-16
es a través del factor de transcripciéon STAT3. Un interesante estudio sefiala que STAT3 se
une al promotor TIAM1 promoviendo su transcripcion activa (Buttrick, T., et. al. 2020).
Curiosamente los datos del RNAseq del modelo celular empleado en el presente trabajo
(Olmedo-Nieva, et. al. 2022), sefialan que la presencia de E7 de VPH-16 aumenta los niveles
de expresion de STAT3. No obstante, es importante mencionar que Buttrick y colaboradores
en el 2020 emplearon para su estudio un modelo con células Th17. Sin embargo, esto abre
la oportunidad a estudios posteriores para evaluar el posible mecanismo de E7 de VPH-16

en la regulacion transcripcional de TIAM1 mediada por STAT3.

A pesar de que la regulacion en la expresion de los genes de las Rac GTPasas no esta clara,
se ha descrito que los niveles de expresion de RAC3 aumentan a través de una accion directa
de NF-kB sobre el promotor del gen RAC3 tanto in vitro como in vivo, encontrando asi que el

promotor de RAC3 tiene una secuencia diana funcional especifica para la unién de NF-kB
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(Alvarado, C. et. al. 2014). De manera interesante, otros estudios sefalan que RAC3 es un
blanco del factor de trascripcion E2F para la regulacion de su expresion, asi mismo funciona
como un coactivador de este para promover la progresion del ciclo celular (Gjoerup, O.et.al.
1998). Por otro lado, se conoce que las oncoproteinas E6 y E7 modulan la actividad de la via
de NF-kB regulando diversos procesos tal como crecimiento celular, supervivencia y la
respuesta inmunitaria (Vandermark, E. et. al. 2012). Asi mismo E7 promueve la liberacion del
factor de transcripcion E2F a través de la degradacion de pRB (Narisawa-Saito, M., et. al.
2007; Yuan, H. et al. 2009). De manera concordante, datos de RNAseq del modelo celular
empleado (Olmedo-Nieva. L., et. al. 2022) sefialan que ambas oncoproteinas aumentan los
niveles de expresiéon de los miembros de la familia de factores de transcripcion E2F (E2F1 y
E2F8) asi como de NF-kB (NFK1B y la subunidad NFKB2), por lo tanto, es posible que dichos
elementos pudieran participar como factores de transcripcibn para promover la
sobreexpresion observada del gen RAC3 en presencia de ambas oncoproteinas. No
obstante, es necesario realizar mas estudios para poder establecer dicha relacién, asi como
analizar otros posibles mecanismos dentro de los niveles de regulacion transcripcional,
potenciadores o represores de su transcripcion, eventos en la maduracion del mRNA, asi
como eventos epigenéticos, entre muchos otros posibles.

Por otro lado, no se tiene informacion sobre la regulacién en la expresién de Racl; sin
embargo, se sabe que su promotor tiene caracteristicas similares a un gen housekeeping:
una regién promotora proximal sin TATA/CCAAT de tamafio pequefio, alto contenido de GC
y una pequefia cantidad de secuencias consenso conocidas para factores de transcripcion
como c-Jun/c-Fos (AP1, AP2, AP4), lkaros, E2F-2, Spl y MZF1 (Benitah, S. et. al. 2004).
Curiosamente algunos de estos factores de transcripcién son modulados por la oncoproteina
E7 de VPH-AR. (McCaffrey, J. et. al. 1999; Peralta-Zaragoza, O. et. al. 2006; Yuan, H. et al.
2009). Debido a que las oncoproteinas alteran una plétora de mecanismos en la célula que
modulan la expresion de genes, incluida la regulacion epigenética (Narisawa-Saito, M., et. al.
2007), resulta complicado encontrar una asociacion directa entre los niveles de expresion de
los genes analizados y la presencia de estas oncoproteinas; sin embargo, estos resultados
pueden aportar informacién para el entendimiento de estos mecanismos a través de E6 y E7

de VPH-16 en estudios posteriores.

Se ha demostrado que la expresion de LIMK1, el cual es un efector de las Rac GTPasas,
estaba regulada positivamente o activada anormalmente en varios tipos de céancer, incluidos
el cancer de mama, préstata, colorrectal, gastrico y pulmoén (Lu, G. et. al. 2021; Yang, X. et.
al. 2021). Asi mismo se ha reportado que los niveles de expresion de mRNA y proteina de

LIMK1 estaban regulados positivamente en los tejidos y células de CC en comparacion con
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los tejidos sanos adyacentes y las células epiteliales cervicouterinas normales,
respectivamente (Yang, X. et. al. 2021; Pappa, K. et. al. 2017). En este sentido, se describid
gue uno de los mecanismos de la regulacién en la expresion de LIMK1 es a través de RNA
no codificantes, particularmente por el eje FOXD3-AS1/miR-128-3p. Sin embargo, aun resulta
interesante describir si este efecto es consecuencia de la progresion de la malignidad o es
inducido directamente por las oncoproteinas de VPH-AR. De manera interesante, en el
modelo celular empleado observamos que la presencia de E7 de VPH-16 aumento los niveles
de mRNA de LIMK1, por lo que resultaria interesante evaluar posteriormente los niveles
proteicos de LIMK1, asi como el efecto de E7 de VPH-16 sobre el eje FOXD3-AS1/miR-128-
3p.

Adicionalmente, la activacién de LIMK1 promueve la fosforilacion de cofilinal en la Ser 3,
inhibiendo su capacidad para cortar y despolimerizar la actina F (polimerizada), lo que
disminuye la concentracion celular de actina G (actina globular) y, en consecuencia,
disminuye la tasa de recambio de los filamentos de actina, afectando procesos relacionados
con la motilidad celular (Li Z. et al., 2020). La sobreexpresion de cofilinal se asocia
estrechamente con el aumento en la proliferacién, invasién y migracién celular en diversos
tipos de cancer (Xu, J. et. al. 2021), de manera que se han reportado niveles de mRNA y
proteicos de cofilinal aumentados significativamente en cancer de mama, cancer de pulmoén
de células no pequefias, prostata, colorrectal, carcinoma de células escamosas de vulva,
cancer de ovario, vejiga, asi como en cancer cervicouterino (Pappa, K. et. al. 2017; Xu, J. et.
al. 2021). Un andlisis protebmico en células de CC, comparado con células no tumorigénicas
demostrd que encontraban aumentados diferencialmente diversas proteinas involucradas con
la dindmica del citoesqueleto de actina, entre estas se encontr6 reguladas positivamente a
cofilinal en células de CC (Pappa, K. et. al. 2017). No obstante, en el presente estudio se
observé que especificamente E7 de VPH-16 aumenta los niveles de mRNA de cofilinal, por
lo que resultara importante evaluar los niveles proteicos y fosforilados de cofilinal en
presencia de la oncoproteinas de VPH-AR para tener un panorama mas completo sobre la
regulacion en la expresion y/o actividad de los reguladores del citoesqueleto de actina y la

presencia de los inductores oncogénicos del VPH-AR.

En el presente trabajo no se encontraron cambios significativos en los niveles proteicos del
GEF TIAM1, las Rac GTPasas 1/2/3, ni p-PAK 1/2/3 en presencia de las oncoproteinas
comparado con el vector vacio. No obstante, E6 y E7 de VPH-16 aumentan la migracion de
manera dependiente de la actividad de las Rac GTPasas, lo que se demostrd al inhibirlas
farmacologicamente. Estos resultados concuerdan con lo descrito sobre el funcionamiento

cldsico de las Rac GTPasas, donde se conoce que su sefializacion va a depender
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principalmente de su activacion, es decir, de su unién a GTP independientemente de sus
niveles proteicos (Benitah, S. A., et. al. 2003; Kazanietz, M. et. al. 2017). Adicionalmente, se
ha reportado que ciertos tipos de tumores muestran niveles de mRNA de la familia
RhoGTPasas que no se correlacionan con sus niveles proteicos. Tal es el caso de tumores
de colon y mama, donde no se han detectado cambios en los niveles de mRNA de Rho
GTPasas en comparacion con el tejido normal, pero si se encuentran niveles de proteina
mucho mas altos, por otro lado, en los tumores germinales testiculares se observa un
aumento en el nivel de mMRNA de la familia de las Rho GTPasas, mientras que no se observa
aumento a nivel proteico. (Sahai, E., et. al. 2002; Benitah, S. A., et. al. 2003). Esto sugiere
gue aun cuando los niveles de mMRNA de las Rac GTPasas se ve aumentada por E6 y por E7
en el modelo celular empleado, no se refleja a nivel proteico quiza por la cantidad relativa de
proteina traducida del mMRNA o por eventos en el procesamiento y plegamiento de las
proteinas que pudieran impactar en su estabilidad, tal como modificaciones
postraduccionales que propicien su degradacion, o incluso otros posibles mecanismos en
donde las oncoproteinas pudieran estar participando. De manera que seria un tema que
merece estudios posteriores, tal como evaluar la vida media de las Rac GTPasas y sus
efectores en el modelo celular empleado, asi como la realizacion de ensayos FRET para
evaluar su localizacion celular, lo cual nos daria un panorama mas amplio del funcionamiento

de estas proteinas en conjunto con los presentes resultados.

Sin embargo, de manera muy interesante, encontramos que las oncoproteinas E6 y E7
promueven la migracion celular de manera dependiente de las Rac GTPasas. Asi mismo, se
pretendera evaluar la migracién celular por Transwell, con el fin de eliminar la posible
participacion de la proliferacion celular en el ensayo de cierre de herida. No obstante, estos
resultados sefialan que aun cuando los niveles proteicos de las Rac GTPasas no cambien en
presencia de las oncoproteinas, su actividad si podria estar siendo modulada. Ademas,
resulta relevante que algunos autores han descrito la existencia una regulacion espacio
temporal de las Rac GTPasas, la cual es critica en el proceso de migracion (Donnelly, S. K.,
et, al. 2017; Casado-Medrano, V. et. al. 2018). De esta manera, es indispensable no solo
analizar los niveles proteicos de las Rac y su activacién, sino también la distribucién celular

de estas proteinas activas.

Las Rac GTPasas en su forma activa (unida a GTP) interactian con una gran variedad de
proteinas efectoras como PAK1/2/3, MLK-1-3, cinasa p70 S6, CaMKIl, entre otras (Sauzeau,
V. et. al. 2022), para favorecer la migracion celular. Se sabe que las Rac promueven la
formacion de protuberancias de membrana, incluidos lamellipodia, filipodia e invadopodia, lo

gue le permiten a la célula ajustar su direccion de migracién en respuesta a sefiales
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extracelulares (Liang, J., et. al. 2021). Asi mismo, las Rac van a generar una morfologia
celular asimétrica mediante la polarizacién anterior-posterior a través de la reorientacion del
ndcleo y el reposicionamiento del centro organizador de microtibulos (MTOC) (Marei, H. et
al., 2017). Por otro lado, estimulan el ensamblaje y recambio de las adhesiones focales para
revertir rapidamente el movimiento celular a través del entorno, al mismo tiempo que
favorecen a la contractilidad de actomiosina para generar la fuerza de traccién necesaria para
el movimiento celular (Liang, J., et. al. 2021; Marei, H. et al., 2017). No obstante, las Rac
GTPasas también favorecen la degradacion y remodelacién de la ECM a través de la accién
de metaloproteasas MMP (Xu, A. et. al. en el 2013; Lawson C. et. al., 2018). En esencia, la
mayoria de estos eventos que forman parte de la migracion celular en los que Rac tiene un
rol importante, se llevan a cabo a través de la reorganizacion del citoesqueleto de actina
mediante dos vias principales: La primera via actla tras la union de Rac activo con la cinasa
PAK, y la segunda a través de la activacion del complejo Arp2/3 cuya funcién es promover la

polimerizacién de nuevos monomeros de actina (Wertheimer, E., et. al. 2012).

Debido a que, en el modelo celular empleado, la presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de
VPH-16 no alteran cambios en los niveles de la forma activa de la cinasa PAK1/2, la cual es
el principal interruptor de la inhibicion despolimerizante, se podria inferir que la polimerizacion
de actina que subyace los efectos migratorios evidenciados se podria ser regulada a través
del complejo nucleante Arp2/3. Este complejo se une a una familia de proteinas llamadas
factores promotores de nucleacién, y es activado por Rac a través de su objetivo receptor de
sustrato de insulina tirosina cinasa p53 (IRSp53) o a través de un dominio homoélogo de Src
3 (SH3) de un miembro de la familia WASP. (Wertheimer, E., et. al. 2012). Una vez activado
el complejo Arp2/3, actia nucleando la adicién de nuevos monomeros de actina G, dando
lugar a dos nuevos filamentos de actina F. Por lo que sera relevante analizar posteriormente

el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 sobre la via del complejo nucleante Arp2/3.

La compleja activacion de las Rac GTPasas va a ser resultado de la integracion de sefiales
de mudltiples reguladores rio arriba incluidos los GEF y los receptores celulares tal como
EGFR, GPCR, LPA, VEGF, integrinas, entre otros (Kazanietz, M. et. al. 2017; Lee, S. et. al.
2020). Adicionalmente, se ha descrito que las Rac pueden activarse por mecanismos de
retroalimentacion positiva de multiples efectores rio abajo, tal como PAK e IQGAP1 (Symons,
M. 2011; Noritake, J., et.al. 2004). Aunado a esto, la activacion de Rac también puede ser
regulada por modificaciones intrinsecas de las proteinas, tales como mutaciones puntuales,
modificaciones postraduccionales, fosforilacién, ubiquitinacién y sumoilacion (Parri, M., et, al.,
2010; Sauzeau, V. et. al. 2022), lo que le permite adquirir cambios conformacionales que

alteran los mecanismos autoinhibidores y/o sufrir cambios alostéricos en el dominio catalitico
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gue le permitan su activacion continua (Lawson C. et. al., 2018). Incluso se ha estudiado que
las Rac pueden regularse de manera espaciotemporal en la célula, teniendo activaciones
diferenciales dependiendo el proceso bioldgico, tal como se menciond anteriormente dentro
del marco migratorio, en donde ejecuta sefializaciones distintas en la zona basal como zona
apical de la célula (Marei, H. et al., 2017), asi mismo pueden activarse por distintos GEF tanto

el nacleo como en la periferia de un mismo invadopodio (Donnelly, S. K., et, al. 2017).

Por otro lado, los resultados obtenidos sefalan que E6 y E7 de VPH-16 favorecen la migracion
celular a través de vias que involucran la activacion de Rac1/2/3, no obstante, debido a su
compleja regulacion, el efecto de las oncoproteinas puede ocurrir a multiples niveles de la
cascada de sefializacion. Por ejemplo, se ha reportado que las oncoproteinas E6 y E7 VPH-
AR pueden intervenir mejorando la activacion de los receptores como EGFR y VEGF
(Subbaramaiah, K., & Dannenberg, A. J. 2007; He, C., et. al. 2015) Como consecuencia, los
circuitos de sefializacion posteriores, incluida la sefializacion de proteinas adaptadoras
permaneceran continuamente activas, asi mismo se ha descrito ampliamente su papel para
mejorar la sefializacion de PI3K/AKT (Zhang, E., et. al. 2014). Estos eventos podrian redirigir
los estimulos mediados por los receptores hacia el fortalecimiento de la activacién de Rac
GTPasas, y mejorar las sefializaciones que promueve la migracion celular. No obstante,
también pueden participar en cualquiera de los niveles de regulacién de Rac mencionados
por mecanismos aln desconocidos. Sin embargo, estos resultados aportan informacion del
control de las Rac GTPasas en presencia de las oncoproteinas para comprender mejor su

papel en CC para estudios posteriores.

Debido a la extensa regulacion biol6gica que modulan los GEF y las Rac GTPasas, asi como
la evidencia actual que las vincula con la diseminaciobn metastasica y la resistencia a las
terapias dirigidas, es interesante evaluar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 sobre estos
elementos en canceres relacionados a VPH, con el fin de tener un acercamiento mas preciso
sobre su regulacion, asi como desarrollar farmacos candidatos para respaldar enfoques de

tratamiento individualizados basados en la inhibicion de Rac GTPasas.
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11 Conclusiones

La presencia de la oncoproteina E7 de VPH-16 en las células C33-A aumenta
significativamente los niveles de mRNA de Racl, LIMK1, cofilinal y TIAM1. Sin embargo, la
presencia de E7 VPH-16 en células C33-A no aumenta los niveles proteicos de las Rac
GTPasas 1, 2 y 3, ni de su efectores p-Pak (T423 /T402) a los tiempos empleados en el
presente estudio.

Ambas oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16, aumentan significativamente los niveles del mMRNA
de Rac3, mientras que E6 de VPH-16 disminuye significativamente los niveles del mRNA de
PREX-1.

Ambas oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16, aumentan la migracion de manera dependiente

de la activacion de Rac GTPasas.

12 Perspectivas

Con base a los resultados observados en el presente estudio, resulta imprescindible evaluar
invasion celular promovida por las oncoproteinas de VPH tras el abatimiento de la actividad
de Rac GTPasas. Asi mismo, se deben estandarizar las condiciones para analizar la
activacion de las Rac GTPasas en presencia de las oncoproteinas, asi como en presencia de
un estimulo de la via.

Por otro lado, resultara interesante evaluar la vida media de las Rac GTPasas en presencia
de E6 y E7 VPH-AR, asi como las posibles interacciones de las Rac GTPasas con las

oncoproteinas virales.
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