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RESUMEN

RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCU) constituye un serio problema de salud publica y se
conoce que una infeccion persistente con virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo
es el factor etioldgico principal. La infeccion por VPH se considera una causa necesaria
pero no suficiente para que una lesion intraepitelial del cérvix progrese a cancer. Se ha
propuesto que cambios en el genoma viral podrian estar asociados a un diferente
comportamiento biolégico que repercute en el desarrollo de CaCU. En este trabajo se
evalué el efecto de los cambios nucletidicos del oncogen E6 de distintos aislados de VPH-
18 en las vias de sefializacion Akt/PKB (Protein Kinase B) y MAPKSs (Mitogen-Associated
Protein kinase) y su repercusion en efectos bioldgicos como proliferacion. Se sabe que la
oncoproteina E6 tanto de VPH tipol6, como del tipo 18 es capaz de unirse y promover la
degradacion de la proteina supresora de tumor hDIlg (human Disc large). Esta proteina esta
involucrada en la adhesion, la arquitectura y el control de la proliferacion celular. Ademas
se ha visto que hDIg regula la actividad de la proteina supresora de tumor PTEN, un
componente de la via de sefializacion de PKB. De esta manera consideramos que E6 podria
ejercer su efecto sobre las vias de proliferacion y sobrevida mediado por su interaccion con
hDIlg. Se analizaron los niveles de proteinas celulares totales y activadas de células
transfectadas con vectores de expresion con los distintos genes E6 variantes de VPH18:
Asiatico Amerindia (AsAi), Europea (E) y Africana (Af). Los ensayos de western blot con
anticuerpos especificos mostraron que las variantes de E6 modulan diferencialmente los
niveles de hDIg. Menores niveles de hDlg se observaron en las células MCF-7 transfectadas
con E6 AsAi y E, lo cual repercute directamente en la disminucién de la actividad de
PTEN y aumento de pPKB.

Las variantes de E6 también son capaces de modular diferencialmente la actividad de la
fosfo proteina PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-kinase). La mayor actividad de esta proteina
se encontrd en las variantes AsAi y E, lo cual correlaciona con la actividad de las MAPKs y

la proliferacion celular.
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RESUMEN

La participacion de E6 en las vias PKB y MAPKSs se demostré mediante la reduccion de su

expresion con RNAs pequefios de interferencia (SIRNA) en células HeL a.

En las células tratadas con siRNA-E6 se recuperaron los niveles de hDlg vy la actividad de
PTEN, mientras que la actividad de PKB y MAPKS se observo una disminucion.

Se demostrd que el efecto producido por E6 es mediado por su interaccion con hDIg. El
tratamiento de las células MCF-7 con el siRNA-hDIg, disminuy6 claramente los niveles de
la proteina hDlIg, con la consecuencia del decremento en la proteina PTEN fosforilada y el
aumento de las formas activas de PKB y MAPKSs, eventos muy similares a los observados

en las células transfectadas con E6-AsAI.,
Estos resultados apoyan un mecanismo por el cual las variantes de E6 del VPH-18 afectan

diferencialmente las vias de sefializacion Akt/PKB and MAPKS, las cuales estan

directamente involucradas en procesos carcinogénicos.
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RESUMEN

ABSTRAC

Intra-type genome variations of high risk Human papillomavirus (HPV) have been
associated with a differential threat for cervical cancer development. In this work, the effect
of HPV18 E6 isolates in Akt/PKB and Mitogen-associated protein kinase (MAPKS)
signaling pathways and its implication in cell proliferation were analyzed. E6 from HPV
types 16 and 18 are able to bind and promote degradation of Human disc large (hDlg). Our
results show that E6 variants differentially modulate hDIg degradation, rebounding in levels
of activated PTEN and PKB. HPV18 E6 variants are also able to upregulate phospho-PI3K
protein, strongly correlating with activated MAPKs and cell proliferation. Data was
supported by the effect of E6 silencing in HPV18-containing HeLa cells, as well as hDlg
silencing in the tested cells. Results suggest that HPV18 intratype variations may derive in
differential abilities to activate cell-signaling pathways such as Akt/PKB and MAPKSs,
directly involved in cell survival and proliferationA
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ANTECEDENTES

INTRODUCCION

El cancer representa un problema de salud a nivel mundial, tanto en hombres como en
mujeres, aun en paises desarrollados. En 2004, esta enfermedad representd la segunda
causa de muerte, en USA, seguida de las enfermedades cardiovasculares (1). La
Organizacién Mundial de la Salud, estim6é que 7.6 millones de personas murieron por
cancer en el 2005 y que 84 millones mas podrian morir en los siguientes 10 afios. En este
mismo afio, se presentaron 10,9 millones de nuevos casos, actualmente existen 24.6

millones de personas que viven con cancer (1,2).

1.- El cancer cervicouterino

1.1 Epidemiologia

En el &mbito mundial, el céncer cérvico uterino (CaCU) es el segundo cancer mas
frecuente, sobre todo en los paises subdesarrollados, donde suceden el 80% de los casos.
Cada arfio, se diagnostican 510.000 casos y se producen 288.000 fallecimientos, de forma
gue representa la segunda causa de muertes por cancer en mujeres (3). La mayoria de las
mujeres que desarrollan este tipo de cancer tienen un promedio de edad de 48 afios. Sin
embargo, cada vez es mas comudn ver mujeres jovenes, que a edades de 20 y 30 afios son

diagnosticadas.

Mientras que en paises desarrollados la incidencia y la mortalidad debido a este
padecimiento disminuyeron de manera significativa en el siglo anterior, en los paises en
vias de desarrollo no se ha observado este comportamiento; en particular los paises de
América Latina, se han caracterizado por notificar las mayores tasas de incidencia en toda
la orbe. En el afio 2000, se estimaron al menos 76 000 casos incidentes de cancer de cuello
uterino, y 30 000 muertes para la Region en general, lo cual representa 16 y 13% del total
del mundo, respectivamente. Se estima que esta region una de cada mil mujeres de entre 35

y 55 afios de edad padece cancer de cervix (4).
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ANTECEDENTES

En Meéxico, el panorama es coincidente y en la ultima década del siglo XX la mortalidad
mostré una tendencia ascendente. En el afio 2002, se presentaron 12 512 nuevos casos de
cancer cervicouterino, de los cuales 5 777, el 46% de los casos, fueron decesos (4). Esta
enfermedad fue la primera causa de muerte entre las mujeres mexicanas con cancer,
ocupando un 16.6 % de otros canceres (Fig. 1 y 2). En el 2005, fue la primera causa de

muerte por cancer en la mujer, junto con el cancer de mama (5).

México
Tasa por 100 000 (todas las edades)
Hombres Mujeres

Ceérvix
Seno
Prostata
Estomago
Pulmén
Colon y recto
Leucemia
Limfoma no Hodgkin
Higado
Rifian
Pancreas
Ovario
Tiroide
Cerebro, Sistemna Nervioso
Vejiga

Laringe
Testiculos
Utero
Cavidad oral
Limforma Hodgkin
Melanoma
Esdfago
Mieloma multiple
Faringe
Nasofaringe

M incidencia 25 20 15 10 5 0 s 10 15 20 25
M Mortalidad GLOBOCAN 2002, IARC

Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer en México. Fuente:GLOBOCAN 2002 (4).

Figura 2. Muerte en mujeres mexicanas por cancer en el afio 2002. Fuente:GLOBOCAN

2002(4).
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Figura 3. Muerte en mujeres mexicanas por cancer en el afio 2005. Fuente:INEGI 2007 (5)

1.2 Laestructura del cervix

El cervix es la parte inferior o abertura del Gtero. El cuello uterino estd compuesto por
exocervix y endocervix, el primero se extiende hacia abajo del orificio cervical externo. El
canal endocervical es la porcion del cuello uterino que se extiende hacia arriba del orificio

cervical externo (Fig. 4).

CERVIX Células alandulares

Células escamosos

Figura 4. Estructura del cervix: endocervix (células glandulares) y exocervix (células
escamosas). Fuente:www.cancerquest.org/index.cfmpage=4086 (6).
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En el cuello uterino se encuentran dos tipos de epitelio: el epitelio escamoso no
queratinizado que recubre la superficie vaginal del exocervix y el epitelio columnar

mucosecretor, que constituye el recubrimiento epitelial del endocervix (Fig. 4).

El epitelio escamoso es un epitelio plano poliestratificado con 7-10 hileras de células que

se dividen en tres estratos (Fig. 5): Estrato basal, con células de ndcleos grandes y
citoplasma fundamentalmente basdéfilo. Estrato intermedio o espinoso, que muestra varias
hileras de células ovaladas con ndcleo vesicular y citoplasma grande. Finalmente el estrato
superficial que presenta células de contornos regulares y nucleos picnéticos. Este epitelio se
reemplaza cada 4-5 dias, es muy sensible a los estrogenos y progesterona y contiene

glucdgeno (7).

Figura 5. Corte histologico del epitelio cervical escamoso. Fuente:Tratado y Atlas de
patologia cervical. 1993 (7).

El epitelio columnar mucosecretor, estd constituido por un solo estrato de células
cilindricas altas de forma ovalada que reviste la superficie del conducto endocervical y

todas sus formaciones glandulares (Fig. 6).

Figura 6. Histologia: Epitelio cilindrico. Fuente: Tratado y Atlas de patologia cervical. 1993
(7).
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El punto en el cuello uterino, donde los dos epitelios se unen se le denomina “Zona
escamo-columnar” o también Illamada “Zona de transformacion” (ZT); ésto debido al
epitelio columnar que se encuentra en constante transicion hacia el epitelio escamoso. La
unién entre el epitelio columnar del endocervix y el epitelio escamoso del exocervix es un
sitio de cambios continuos, por lo tanto es el sitio ideal para el desarrollo de lesiones
malignas, tales como displasias y principalmente CaCU. La zona de transformacion puede
encontrarse en el exterior del cervix, donde puede observarse facilmente o dentro del canal

cervical, haciéndose dificil su observacion (Fig. 7)(7).

Figura 7. Corte histolégico de la union escamo — columnar. En la parte de arriba se
observa epitelio cilindrico muco-secretor y en la parte de abajo epitelio escamoso. Fuente:
Tratado y Atlas de de patologia cervical. 1993 (7).

1.3 Patologia cervical
El CaCU, se origina en la zona de transformacion del cervix y se produce como un cambio

gradual que pasa por las siguientes etapas de:

1.- Cervix normal
2.- Displasia leve, moderada y grave
3.- Cancer in situ

4.- Cancer invasor
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Displasia cervical y cancer

El término displasia significa crecimiento, por lo que el concepto de displasia cervical
indica un crecimiento desordenado del epitelio cervical. En un cervix normal, se ven las
capas de las células distribuidas en una forma ordenada y con un proceso de diferenciacién
0 maduracion celular en forma ascendente, en donde las células basales emergen hacia la

superficie a medida que se dividen, remplazando a las células de la superficie.

Displasia cervical leve: en estas lesiones hay una deficiencia en el proceso de crecimiento
organizado, hay alteraciones en el arreglo regular de la tercera parte inferior del epitelio,
conservando las otras dos terceras partes de su arquitectura normal. La regularidad de las
células basales dispuestas en empalizadas se pierde y se distribuyen en forma irregular, los
cambios celulares mas superficiales son muy escasos y estan constituidas por células que

presentan abundante citoplasmay ligero crecimiento del nucleo.

Displasia moderada: en este tipo de lesidn, solamente la tercera parte superior del epitelio
tiene caracteres morfoldgicos normales en su estratificacion y maduracion, y las dos
terceras partes inferiores estan constituidas por numerosas células que se disponen en forma

desordenada.

Displasia grave y carcinoma in situ: la alteracion epitelial esta presente en todo el espesor
del epitelio. La diferencia entre la displasia grave y el carcinoma in situ, esta constituida
por la presencia de alguna capa superficial de células diferenciadas en el primer caso, y
ausente en el carcinoma in situ. La células son maduras, pero de aspecto inmaduro, carecen
de citoplasma y lo mas notorio es la presencia de nucleos de forma y tamafio regular,
hipercromico y de cromatina granular e irregular. Hay numerosas mitosis anormales en

todo el espesor de la lesion.

Cancer invasor: en este tipo de cancer a diferencia del cancer in situ, donde todas las
células anormales se encuentran confinadas por la membrana basal, las células tienen la

capacidad de migrar a otros tejidos a través de la microvasculatura que envuelve al tumor
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maligno. Esta vasculatura se forma mediante el proceso llamado Angiogénesis, cuyo
principal estimulo es la liberacion de factores de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) por las células tumorales y como consecuencia de la deficiencia de oxigeno. De

esta manera el cancer puede invadir otros 6rganos

A)

Figura 8. Etapas en el desarrollo del CaCU. A) Exocervix normal, revestido por epitelio
escamoso. B) Displasia cervical leve, se mantiene la estructura de varias capas desordenadas de
células poligonales, con nacleos de formas, tamafios y bordes irregulares. C) Carcinoma in situ,
epitelio de varias capas, en el que no se reconocen estratos. Fuente: Tratado y Atlas de de patologia
cervical. 1993 (7).

Segun el sitio de origen o estirpe celular de la cual se origena, el cancer de cervix puede ser
de tipo epidermoide o escamoso, mixto o adenoescamoso, asi como de otras variedades
menos frecuentes, como el de células pequefias. EI comportamiento bioldgico de estos tipos
histoldgicos varia, siendo en general el adenocarcinoma y los carcinomas adenoescamosos
mas agresivos que los epidermoides, por lo cual presentan un peor prondstico ain en etapas

clinicas similares (8).
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2.- EI VPH y el cancer cérvico uterino

Uno de los mas grandes descubrimientos sobre la etiologia del cancer, en los Gltimos 25
afios, ha sido la asociacion del cancer cérvico uterino, con la infeccion persistente de ciertos
genotipos de VPH y fue hecho por zur Hausen a mediados de los 80s. El proporcion6

evidencia de la presencia de los tipos virales 16 y 18 en cancer de cervix (9).

El VPH estd implicado en el 99.7 % de los casos de cancer cervicouterino de células
escamosas Yy la infeccidn persistente es un requisito necesario, pero no suficiente para el
desarrollo de esta enfermedad (10). EI VPH es causa de otros carcinomas anogenitales

incluyendo: pene (11), vagina (12), vulva (13) y ano (14).

2.1 Historia

El primer aislamiento del VPH, fue realizado por Stone R en 1959, a partir de un corte
histoldgico de tumor de conejo que habia sido mantenido en glicerina por un periodo de un
afio, logrando comprobar que el virus de papiloma se puede ubicar en estratos celulares
donde exista poca presencia de queratina y de igual forma lograron establecer que el virus

inicia su proliferacion en el nucléolo de las células infectadas (15).

Herber y Morgan en 1964, cultivaron cortes de tejido obtenido de condiloma de mujer que
revelaron un aumento en la densidad celular, generado por la formacion de capas mdltiples
de tejido, que hicieron pensar la existencia de fases en proliferacion en la lesion

preexistente (16).

Zur Hausen H. en 1976 fue el primero en relacionar y estudiar al VPH, como agente causal
de cancer del cuello uterino. Por medio de experimentos de hibridacion demostrd, que las
verrugas genitales y los tejidos de cancer de cervix, contienen genomas del VPH humano
(17-19).
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Finalmente, durante la década de los 90s, estudios epidemiolégicos apoyados por
tecnologia molecular, evidenciaron el papel de algunos HPVs en el desarrollo del cancer de

cervix (20).

3. Biologia molecular del VPH

3.1 Estructura viral

El VPH, pertenece a la familia Papillomaviridae, una familia que fue reconocida como
distinta de los polyomavirus por el Consejo Internacional para la Taxonomia de los virus,
(ICTV) (21, 22).

Los Papilomavirus son pequefios virus de DNA circular con aproximadamente 7900 pares
de bases que infectan una gran variedad de vertebrados incluyendo al hombre. Miden 50
nm de diametro, carecen de membrana, y su capside tiene forma icosahédrica compuesta

por 72 capsdmeros formado por 5 unidades proteicas (Fig. 9) (23,24).

Figura 9. Estructura del VPH. En el esquema se muestran los capsémeros que conforman la
capside. Fuente:www.jociencia.blogspot.com

Los papilomavirus son ubicuos y han sido detectados en una gran variedad de animales asi
como en humanos y son especificos para sus respectivos hospederos. Se han reconocido
mas de 200 tipos de acuerdo a su secuencia de DNA (23,25). Los VPHSs infectan las células
epiteliales de la superficie mucosa y la piel, y se clasifican como tipos cutaneos y mucosos.
Los tipos cutaneos, son epidermitropicos e infectan la piel de las manos y pies. (26) Los
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tipos mucosos infectan el interior de la boca, garganta, tracto respiratorio y el epitelio
anogenital. Basados en su asociacion con cancer de cervix y lesiones precursoras, los VPHs
han sido agrupados en tipos de bajo y alto riesgo. Los tipos virales de bajo riesgo incluyen a
los VPHs 6, 11, 42, 43, y 44. De alto riesgo a los tipos 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68 y 70. Dentro del tipo de alto riesgo se incluyen a tipos poco frecuentes en

cancer, pero que se han detectado en lesiones intra epiteliales. (27).

3.2 Organizacién del genoma viral

El genoma viral esta dividido en tres regiones: una regién temprana E (Early), la cual
codifica para las proteinas virales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), necesarias para la duplicacion
del DNA viral, la regulacién de la trascripcion y la transformacion e inmortalizacion
celular, una region Tardia L (Late), que codifica para proteinas estructurales (L1 y L2), las
cuales son los antigenos de la capside expresadas en la infeccion productiva, y una region
reguladora conocida como region larga de control LCR (Long Control Region), que
contienen la secuencia de DNA que permiten el control de la duplicacion y de la expresion
del genoma viral (Fig. 10) (28).

Figura 10. Organizacion del genoma del VVPH. Fuente: Prendiville, 2004 (26).
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3.3 El papel de las proteinas virales en la carcinogénesis

El tamafio y la funcion de las proteinas del papalomavirus se describen a continuacion

(Cuadrol).

Cuadro 1. Funcion de las proteinas virales. Fuente:Prendiville, 2004 (26).

Proteina celular blanco

Funcién

El

E2

E3

E4

E1™NE4

ES

EG6

E7

E8™E2c

LI

L2

38-65 kDa

48 kDa

Desconocida

10-44 kDa

Desconocido

14 kDa

16-18 kDa

~10 kD

20 kD

57 kD

43 a 53 kD

Inicia la duplicacién del genoma viral,
ATPasa y helicasa

Esencial para la duplicacion vy
transcripcion del DNA viral, formando
complejos con E1. Represor
transcripcional de E6 y E7

No se conoce su funcion
Sélo esta presente en algunos VPH

Proteina Tardia; rompe estructuras de
citoqueratinas.

Una proteina de fusion creada por la
unién de los marcos de lectura abiertos
El y E4. Se une a proteinas del
citoesqueleto

Proteina membranal, interactua con
recepyores de factores de
crecimiento.(EGF/PDGF)

Proteina transformante e inmortalizante.
Promueve la degradacién de p53.

Bloguea la regulacion normal de la
division de la célula huésped por medio
de la degradacion de pRb

Proteina de fusion creada por la union
de partes de los marcos de lectura
abiertos E8 y E2. Regula la trascripcion
y la duplicacién del genoma viral

Forma la capside en un 80%
aproximadamente

Forma la capside minoritariamente
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3.3.1. La proteina E1

E1l es una proteina de duplicacion viral, posee sitios de union a DNA y una funcién de
helicasa y ATPasa. La proteina se divide en tres regiones: un dominio amino terminal, que
pudiera estar regulando las actividades de E1 residentes en el carboxilo terminal, pues es
blanco de una serie de fosforilaciones que influyen positiva o negativamente en su funcién;
una region espaciadora de longitud variable y una region carboxilo terminal méas grande,
relacionada con la funcion ATPasas y helicasas de la proteina. EI gen E1 es el mas grande y
de los mas conservados de los papilomavirus, casi 2 Kb de secuenciay de 67.5 (VPH 47) a
76.2 kDa (VPH 10) para la proteina nuclear de 593 (VPH 48) a 681 aminoéacidos (VPH
10)(27,28).

3.3.2. La proteina E2

La proteina E2 posee tres dominios funcionales: el extremo amino terminal, donde reside la
actividad potenciadora de la transcripcion, que es aparentemente, independiente de la
interaccion con el DNA; el extremo carboxilo terminal, donde se realiza la funcion de
unién al DNAy, por lo tanto, es donde reside la capacidad de represion transcripcional; y la
porcion intermedia que, por su alto contenido de prolinas, es considerada como una bisagra
(29,30).

La capacidad de activacion de E2, se debe a la facilidad del extremo amino de interactuar
fisicamente con factores celulares (p.e: Spl) (31). En vista de las caracteristicas
palindromicas del sitio E2, es logico y ha sido experimentalmente demostrado que la
proteina E2 se une en forma dimérica a su sitio blanco, sin embargo, se requieren cuando
menos dos sitios E2, es decir de un tetramero de la proteina E2, para activar la

transcripcion.(32).

E2 también tiene una funcion anti proliferativa al reprimir el crecimiento e inducir
apoptosis, en parte mediante la represion de la transcripcion de E6 y E7, asi como por el
consecuente aumento de p53 (32-34). E2 induce un paro del ciclo celular en la fase G1
activando el complejo p21/WAF, inhibidor del complejo ciclina E/CDK2. Este paro lleva a

la célula transformada por VPH a senescencia. La reintroduccion de E2 en células HelLa
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provoca muerte por apoptosis (34). A diferencia del paro en G1, esta apoptosis inducida
puede ser tanto independiente de p53, como de secuencias virales. Esto se comprobo
transduciendo, con un adenovirus el gen E2 a la linea celular de osteosarcoma Saos,
mutante a p53 y que no tiene secuencias virales en su genoma. Las células murieron por

apoptosis (34).

Aparte de su papel esencial en la regulacion transcripcional de los VPH, la proteina E2
también tiene una funcion relevante en la duplicacion del DNA viral. Al asociarse
fisicamente con la proteina El, E2 le confiere especificidad de secuencia para unirse al
DNA. Esta interaccién es suficiente y necesaria para promover la duplicacion viral,

independientemente del entorno celular.(32)

3.3.3. La proteina E4

Las proteinas E4, de 10 a 44 kDa, se expresan a partir de un RNAm procesado (E1"E4)
abundantemente durante las etapas tardias del ciclo viral y la duplicacion vegetativa del
DNA viral (35-37). Aungue el marco de lectura de E4 esta localizado dentro de la region
temprana; se expresa como un gen tardio, debido a que se encuentra bajo el dominio de un
promotor especifico de la diferenciacion. La funcion principal de E4 es inducir la ruptura
de las redes de citoqueratina del citoplasma de las células infectadas, permitiendo la

liberacion de los viriones.

E1"E4 de VPH 16 causa paro en la fase G2/M del ciclo celular cuando se expresa en
células HelLa y SiHa. Esto sugiere un papel antagonico con la proliferacion celular inducida
por E7 durante la etapa productiva de la infeccidn, asi como el requerimiento de E1"E4 y

E2 para inhibir la divisién celular durante el ciclo viral (35).

La secuencia codificante de E4, aproximadamente 260 pb, estd contenido dentro del marco
de E2 y las dos proteinas se expresan de un RNAm diferencialmente procesado. E4 puede
expresarse junto con E1 y E2 durante la infeccion. El sobrelapamiento de ambos marcos de
lectura y el hecho de que ambas proteinas, E2 y E4, pueden inhibir el ciclo celular, sugiere

que cooperan durante el ciclo viral (36-38).
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3.3.4. La proteina E5

El gen E5, de aproximadamente 230 a 250 pb, codifica para una proteina de 90
aminoacidos con un peso molecular de 14 kDa. Es una proteina de membrana e
hidrofobica. Se halla principalmente en el reticulo endoplasmico y Golgi, pero también en
la membrana citoplasmatica (39,40).

La principal funcion de E5 es reducir el requerimiento de factores de crecimiento
necesarios para la proliferacion celular. Aunque su capacidad transformante es débil, se ha
observado que E5 del VPH-16, se puede unir e inhibir la degradacién de receptores de
factores de crecimiento, como el del factor de crecimiento epidermal (EGFR) o el del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) (41,42). Esta funcion de E5 esta
relacionada con su capacidad de union a la subunidad de 16 kDa de la ATPasa vacuolar
(43). La ATPasa es un complejo proteico de uniéon a membrana, cuya subunidad de 16 kDa
forma el poro por lo que pasan los iones H* que acidifican el contenido de los endosomas.
Se demostro que E5 de VPH-16 inhibe la acidificacion de los endosomas, lo que resulta en
la retencion del receptor, en la prolongacion de su sefial activa y en el reciclaje de los

receptores para anclarse de nuevo en la superficie en ausencia del ligando (44,45).

3.3.5. La proteina E7

Las proteinas E7 de alto riesgo, son pequefios polipéptidos de aproximadamente 100
aminoacidos. Al igual que E6, E7 poseen un sitio de unién a dedos de zinc en su extremo
carboxilo terminal, el cual se utiliza para su dimerizacion. La proteina E7 es fosforilada por

la caseina Il (CK II) en el dominio N-terminal (28).

La proteina E7 estd conformada por tres dominios llamados CD1, CD2 y CD3, basados en
la homologia con la proteina E1A del adenovirus. ElI dominio CD1 estd compuesto por los
aminoéacidos 1-20, CD2 contiene los residuos 21-39, y CD3 del 40-98 (en E7 del VPH 16)
(Fig. 11). La region amino terminal de la proteina E7 del HPV 16 tiene homologia con las
proteinas Ad E1A y SV40 TAg. Estos dominios conservados, son criticos para las
actividades transformantes para cada una de estas oncoproteinas, a través de estos dominios
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estas proteinas interactlan con una gran variedad de proteinas celulares, incluyendo al

producto del gen supresor de tumores del retinoblastoma pRb (28).

Figura 11. Estructura de la proteina E7 del HPV-16. Se muestran sus tres dominios
altamente conservados (CD1-CD3) y sus sitios de interaccion con sus blancos celulares. Fuente:De
la Cruz, 2004 (28).

La proteina E7 y su interaccién con la proteina pRb

La proteina pRb, es un miembro de la familia de “proteinas de bolsillo” que incluye a p107
y p130. Estas proteinas contienen regiones homologas para la union a E7 del VPH. La
proteina supresora de tumores pRb es la méas estudiada dentro de esta familia. Su estado de
fosforilacion se regula a través del ciclo celular. La proteina pRb se fosforila en multiples
residuos de serina por ciclinas dependientes de cinasas en los limites de G1/S y durante S,
G2, y M, y hasta el final de M, cuando se defosforila por una fosfatasa especifica. La
hipofosoforilacion representa el estado activo de la proteina y en este estado evita la entrada

a la fase S del ciclo celular (46).

La proteina E7 forma un complejo con la forma hipofosforilada de la proteina pRb. Esta
interaccion permite la inactivacion de pRb y la entrada a la fase S. La habilidad de E7 para
formar este complejo, le permite inducir la sintesis de DNA y la promover la proliferacion
celular (Fig. 12) (46).
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Figura 12. Interaccién de la oncoproteina E7 con la proteina supresora de tumor pRb.
Fuente:Burd, 2003 (48).

Ademaés de la degradacion de Rb, la proteina E7, interactlia con un gran nimero de blancos
celulares implicados principalmente en la sintesis del DNA y el control del ciclo celular
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Proteinas celulares que se unen a E7. Fuente Munger, 2001(47)

Proteina celular blanco Funcién celular de la Posibles consecuencias de la

proteina blanco interaccién para la célula
Miembros de la familia Abolicion de la actividad de IRF-1
AP1 Factores de transcripcion

Activacion alostérica que sobreconsume
a-glucosidasa Enzima del control glucolitico las reservas de glucdégeno. Promocion
de hiperproliferacion celular

Ciclina A Actividad de cinasa Activacion de ciclina Ay E
Ciclina E
Interferencia con la transicion G2/M del
Cinasa de la histona H1 Actividad de cinasa ciclo celular
Homologo al supresor de Activacién de los promotores que
hTid-1 tumores de Drosophila Tid56 responden a E2F
dnaj, modulador de la
apoptosis

PAGINA 19



ANTECEDENTES

IGFBP-3
(proteina de unidn al
factor de crecimiento
tipo insulina)

IRF-1
Factor transcripcional
inducido por el
interferén-y

Mi2p

Mpp2

M2 piruvato-cinasa
(M2-PK)

pRb

Proteinas pocket
asociadas a pRb

P21CIP—1

po7KIP-L

P48

ATPasa subunidad 4

TAF110
(Factor asociado a la
proteina de union a la

caja TATA)

TBP

(Proteina de union ala

caja TATA)

Blanco transcripcional de p53
que limita la disponibilidad de

IGF

Regula la expresion del IFN-B

Deacetilasa de histonas

Factor de transcripcion

Modulacién de la actividad de
la enzima glucolitica M2

Regulacion del ciclo celular
mediante la union con los
factores de transcripcion E2F

Regulacion del control del

ciclo celular

Inhibidor de cinasas
dependientes de ciclinas

Inhibidor de cinasas
dependientes de ciclinas

Proteina regulatoria del
interfer6n (componente de
unién al DNA de ISGF3).

Proteina mensajera

Subunidad S4 del proteosoma

26S

Involucrada en el inicio de la
transcripcion; coactivador en
la regulacion de la

transcripcién

Involucrada en el inicio de la

transcripcion

Disminucidn en la cantidad de IGFBP

Inhibicidn de la activacion del promotor
del IFN-B mediada por el IRF-1, a
través de una deacetilasa de histonas

Abolicién de la actividad
transcripcional de IRF-1

Abolicién de la actividad
transcripcional de IRF-1

Cambio del balance desde la forma
tetramerica de alta afinidad por su
sustrato hacia el estado dimérico de baja
afinidad de la M2-PK

Fosforilacion de pRb y subsecuente
liberacion de E2F, ubiquitinacion y
subsecuente degradacion

Pérdida del control del ciclo celular y
activacion de genes especificos para la
progresion del ciclo celular

Estimulacion del crecimiento mediante
la pérdida del control del ciclo celular

Estimulacion del crecimiento mediante
la pérdida del control del ciclo celular

Inhibicion de las vias de sefializacién
del interferén por medio de la
translocacion de P48 a nlcleo dada la
estimulacion del IFN-a

Degradacion de pRb mediante la unién
directa la proteosoma

Modulacién de la transcripcion

Interferencia con la activacion de los
promotores que responden a P53

PAGINA 20



ANTECEDENTES

3.3.6. La Proteina E6
El gen E6, de aproximadamente 450 a 500 pb, codifica para una proteina de casi 150
aminoéacidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa. Esta proteina contiene 2 dominios de

dedos de Zinc, cuya integridad es esencial para su funcién (Fig. 13) (49).

Figura 13. Estructura de la proteina E6 del VPH-18. En este esquema se muestran las dos
estructuras esenciales en la actividad de E6: sus dos dedos de zinc, como estructuras fundamentales
para la interaccion de la proteina con un gran nimero de blancos celulares y el carboxilo terminal,
el cual contiene el sitio de unién a proteinas con dominios PDZ. Fuente Montovani, 2001(49).

A pesar de que E6 es una proteina pequefia, induce cambios muy importantes en el ciclo de
vida del virus y sobre el proceso de inmortalizacion y transformacion de la célula. Estudios
in vitro e in vivo han demostrado que la expresion de E6 causa hiperproliferacion en células
epiteliales, pérdida de diferenciacion en las capas epiteliales, y la formacion de tumores
benignos y malignos. E6, es uno de los primeros genes que se expresan durante el ciclo
viral, bloquea la apoptosis, altera la maquinaria transcripcional, trastorna las interacciones
célula-célula (un paso crucial hacia la malignidad), incrementa la vida de las células. Las
funciones de transformacién de E6 estdn mediadas a través de su interaccion con una gran
variedad de proteinas celulares (50), las cuales median la transcripcién y la diferenciacion
celular, las vias de sefializacion apoptoéticas, la organizacion epitelial, la uniéon célula-

celula, la polaridad y el control del ciclo celular (Fig.14) (50-53).

PAGINA 21



ANTECEDENTES

Figura 14. Proteinas celulares con las que interacciona la oncoproteina E6 del VPHs
de alto riesgo. Fuente:Tungteakkhun, 2008 (50).

Participacion de E6 en la transcripcién génica

La oncoproteina E6 es capaz de regular positiva y negativamente la transcripcion de genes
celulares y virales. E6 interactia con la proteina CBP, la cual es capaz de activar la
transcripcion al menos por dos mecanismos: la acetilacion de histonas y proteinas no
histonas y por la induccién de la union de factores de transcripcion a componentes de la
maquinaria de transcripcion basal. La union de E6 a CBP, puede evitar ambos
mecanismos. Cuando E6 se une a CBP, puede prevenir la acetilacion de p53 mediada por
CBP, reduciendo su afinidad por sitios de union a DNA (51, 28).

Por otro lado, EG6 tiene la capacidad de interactuar con el complejo CBP/p300, provocando
un bloqueo en sus actividades. CBP/p300 activa la transcripcion dependiente de CREB,

por medio del reclutamiento de la RNA helicasa A, un componente del complejo de la
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RNA polimerasa Il, con un promotor con un sitio de union a CREB. E6 compite por este
sito de unién con la RNA helicasa A, previniendo asi su activacion. La represion de la
maquinaria transcripcional, afecta a una gran variedad de genes, especialmente a aquellos
envueltos en la diferenciacion celular y en la produccién de citocinas involucradas en la
sefializacion de la respuesta inmune, un ejemplo de lo anterior es la transcripcion de las IL-
6 e IL-8, la cual es dependiente del factor de transcripcion NF-«B, el cual es co-activado

por CBP/p300. E6 asimismo, puede inhibir la transcripcion mediada por NF-xB (50,28).

La oncoproteina E6 se puede unir e inhibir la accion de otros coactivadores
transcripcionales como hDAD3, que es critico para reclutar a las acetilasas de histonas,
involucradas en la expresion de genes supresores de tumor. La accién de E6 al unirse a
hDAD3 podria inhibir la expresion de estos supresores de tumor. Otro mecanismo
inducido por E6, para regular la actividad de las proteinas supresoras de tumor es su union
con la proteina E6TP1, que posee una alta homologia con las proteinas activadas por la
actividad GTPasa (GAP), las cuales acttan principalmente como proteinas supresoras de
tumor, asi que la inactivacidon de esta proteina por E6, puede contribuir a su capacidad

oncogénica (51).

E6, al igual que muchos oncogenes, aumenta la actividad del promotor del gen de VEGF y
por tanto, su transcripcion. VEGF es uno de los inductores mas importantes en la
angiogénesis: un proceso esencial para el reclutamiento de nuevos vasos sanguineos un
pre-requisito fundamental para la expansion progresiva de los tumores (54). El efecto
estimulante de E6 sobre el promotor de VEGF puede tener un efecto positivo en la
actividad de otros factores de transcripcion como Sp-1. E6 también puede contribuir
incrementado la sefial de VEGF por interferir con la degradacion mediada por la
ubiquitinacion del factor inducible de hipoxia lalfa (HIF-1a): un factor de transcripcion
involucrado en la activacion del promotor de VEGF en respuesta a hipoxia (55). E6
ademas, puede incrementar la expresion del gen de la fibronectina, transactivar los

promotores de protimosina a, c-Myc, y TGF-1.
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Efecto de E6 en la apoptosis

E6 puede asociarse con el producto del gen supresor de tumores p53. El analisis de
tumores humanos ha revelado que p53 es de los genes comdnmente mutados. Las
condiciones de estrés celular como radiacién UV, hipoxia o infecciones virales inducen a
la proteina p53: la cantidad de la proteina puede ser incrementada por estabilizacion post-
transcripcional, produciendo un bloqueo celular en la fase G1. Este bloqueo, permite a la

célula reparar el dafio al DNA antes de que el ciclo celular continue (51).

p53 es un factor transcripcional. Estimula la expresion de genes involucrados en el paro del
ciclo celular y apoptosis, por ejemplo, es inhibidor de las cinasas dependientes de ciclinas
(p21) (51). E6 se une a p53 y la conduce a su degradacion a través de la via de la
ubiquitina. En este proceso, también participa la proteina celular asociada a E6 (E6-

AP).Esta actlia como una ubiquitin ligasa (56).

Las mutantes de E6-AP incapaces de unirse a E6 no pueden interactuar con p53 y las
proteinas mutantes de p53 que no se unen a E6, no son susceptibles a la degradacion
inducida por E6-AP, sefialando que E6 es requerida para mediar la interaccion p53/E6-AP.
E6 al unirse a p53 también puede producir su retencion en el citoplasma, bloqueando su
translocacion hacia el nucleo y por tanto inhibiendo su funcién, independiente del proceso
de degradacion (52).

La interaccion de E6-p53 es importante para la progresion del ciclo celular. EI gen p14, un
producto alterno de p16, es un supresor de tumores que induce el paro celular a través de
p53, causando una elevacion en los niveles de p21 y finalmente el paro en las fases G1 o
G2. A diferencia de las células normales, en fibroblastos que expresan E6, se pueden
omitir el paro en el ciclo celular y continuar la proliferacion a pesar de los altos niveles de
pl4. El analisis del mecanismo de E6 para abolir esta sefial de paro celular, ha revelado
que se trata de una ruta dependiente de p53 en la que existe un mecanismo de represion de

los promotores de la ciclina B y cdc2 (57).
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E6 ha sido implicado en la prevencion de apoptosis a través de mecanismos dependientes
de p53 e independientes de éste (59). E6 es capaz de unirse a Bak (un miembro pro
apoptotico de la familia Bcl-2) a través de un mecanismo independiente de p53 y
degradandolo muy probablemente por el reclutamiento de este, por medio de la proteina
E6-AP via ubiquitinacion. Estudios bioquimicos, han revelado que Bak puede unirse a E6-
AP en ausencia de E6, a diferencia de p53. EI VPH, es un virus estrictamente
epitelitropico, con duplicacion en queratinocitos diferenciados: estudios recientes, han
demostrado que Bak es una proteina con gran expresion en las capas superiores del

epitelio, por tanto, su degradacién por E6, contribuye con la duplicacién viral (58).

Otro mecanismo por el cual la oncoproteina E6 podria estar regulando la apoptosis es a
través de su union con la proteina pro-apoptotica c-myc (59), a la cual marca para su
degradacion induciendo un aumento en la proliferacion de las células infectadas. La
proteina E6 también puede ejercer su efecto en apoptosis mediante la regulacion negativa

de la transcripcion de otras proteinas pro-apoptoticas como la survivina (60).

E6 se puede unir a componentes de la maquinaria apoptética de las células infectadas,
como la molécula adapatadora FADD (Fas-associated death domain) y la pro-caspasa 8,
especificamente E6 se une a los dominios de muerte DEDs de ambas proteinas y media su
degradacion, lo que evita que estas proteinas participen en la transmision de la sefial

apoptotica (61).

Contribucién de E6 en la pérdida de la organizacion epitelial y diferenciacion celular

La organizacion epitelial es muy importante en control del crecimiento y la proliferacién
en células normales y la pérdida de esta, en células infectadas por los VPHSs de alto riesgo,
favorece la duplicacion del genoma viral. La oncoproteina E6 de HPVs de alto riesgo, se
une e inactiva varias proteinas involucradas en preservar la estructura epitelial, como la
paxilina (62). Esta proteina que forma parte de las uniones de adhesion focal, participa en
la organizacion de las fibras de actina y en la organizacion del citoesqueleto. La union de
E6 a esta proteina induce la pérdida de la integracion epitelial, lo cual contribuye a la

transformacion viral (63). Ademas EG6 tiene la capacidad de interactuar y evitar la funcion
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de proteinas que se unen a calcio, ERC-55 o E6-BP (64), lo cual evita que las células
epiteliales sufran una diferenciacion terminal. La union de E6 a este grupo de proteinas en
su conjunto, reduce la habilidad de las células infectadas para adherirse a la matriz
extracelular, desarrollar una morfologia normal, incrementar su capacidad duplicativa y

por lo tanto su transformacion.

La proteina E6 como mediadora de la respuesta inmune

La proteina E6 interfiere con el sistema immune para evitar el reconocimiento de células
infectadas y con esto facilitar la supervivencia del virus, asi como evitar su eliminacion. E6
interactua con el factor regulador de interferon (IRF-3) (53,65). Cuando las células
infectadas son detectadas por el sistema inmune, el IRF-3 induce su progresion a apoptosis,
cuando E6 se une al IRF-3, evita su activacion y su capacidad para inducir la muerte
celular. Por otro lado, se ha reportado que la oncoprotepina E6 es capaz de inhibir la
transcripcion de genes que codifican para receptores involucrados en la transduccion de
sefiales inducidas por el reconocimiento de patdgenos como son los TLR (toll-like
receptors) (66). Estas interacciones de E6 con las diferentes proteinas del sistema inmune,
dan como resultado en una inhibicion de la apoptosis y una persistencia del virus en la

célula huésped, aspecto importante en la tumorigénesis celular.

E6 como reguladora de la unién célula-célula, la polaridad y la proliferacion celular
El potencial oncogénico de los HPVs de alto riesgo ha sido vinculado a la capacidad de la
oncoproteina E6 para unirse a proteinas que controlan la adhesién, la polaridad y la
proliferacion celular; un ejemplo de ésto es la capacidad que poseé E6 de VPHSs de alto
riesgo para unirse e inducir la degradacion de proteinas de la familia MAGUK (membrane-
associated guanylate kinase) (67). Estas son proteinas andamio, que estan localizadas en
las regiones de contacto célula-célula como los sitios de union entre células epiteliales. Se
ha demostrado que estas proteinas son fundamentales para mantener la adhesion y
polaridad celular, asi como la estructura del cito-esqueleto, aspectos fundamentales en el
control de la proliferaciéon celular, la pérdida de estas caracteristicas celulares puede
contribuir al establecimiento de un proceso de carcinogénesis (50).
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La oncoproteina E6 de los VPHSs de alto riesgo es capaz de unirse y degradar a proteinas de
la familia MAGUK como: MAGI-, MAGI-2, MAGI-3, hScrib (the human homolog of the
Drosophila Scribble protein) y hDlg, (human homolog of the Drosophila disc large), ésta
Gltima es una proteina supresora de tumor, que controla la union célula-célula, la polaridad

yla proliferacion celular (67,68).

La proteina hDIg estd constituida por tres dominios PDZ, identificados a partir de la
similitud de secuencia entre la proteina de densidades postsinapticas de mamiferos (PSD-
95), Dlg y la proteina de uniones estrechas de vertebrados (Zonula occludens) (ZO-1); un
dominio de homologia src tipo 3 (SH3) y un dominio homélogo a guanilato cinasa (GUK)
con baja o nula actividad cinasa. Esta se encuentra en la membrana en un gran nimero de
estirpes celulares y estd asociada al cito-esqueleto en las zonas de adhesion célula-célula
(69).

El papel de hDlg en la proliferacion se ha demostrado ampliamente en Drosophila, ya que
la pérdida .de la proteina causa un crecimiento invasivo de células epiteliales (Bilder et al.,
2000). En el humano se sabe que la proteina humana hDlg, co-localiza con E-caderina en
las uniones adherentes en células epiteliales (71) e interactia con proteinas del
citoesqueleto y con la proteina supresora de tumor APC (adenomatous polyposis coli). La
formacion del complejo APC-hDlg, es capaz de inhibir la proliferacién celular, bloqueando

la progresion del ciclo celular en la fase G; (70,71).

Los dominios PDZ de hDlIg, se pueden unir al carboxilo terminal de diferentes proteinas
como: a canales de K* (72) y a la proteina del cito-esqueleto 4.1 (73). Asi mismo, esta
proteina puede participar en diferentes vias de sefializacion, debido a que puede formar
complejos multiproteicos a través de su amino terminal, el cual poseé sitios de union a

dominios SH3 de otras proteinas (74).

Otro aspecto que apoya la funcion de hDIg como una proteina supresora de tumor es: que
pueda unirse a través de sus dominios PDZ a numerosas oncoproteinas virales como: la

proteina EAORF1 del adenovirus 9, la proteina Tax del HTLV-1 y la oncoproteina E6 de
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los VPH de alto riesgo (75). La proteina hDIlg se une por sus dominios PDZ a una region
en el carboxilo terminal de la oncoproteina E6 derivada del VPH de alto riesgo, dicha
unién induce la degradacion de hDIg y al parecer es responsable de la perdida de adhesion

y polaridad en las células cancerosas infectadas por este virus (50).

El dominio de unién a los sitios PDZ de hDIg es altamente conservado en la proteina E6
derivadas del VPH de alto riesgo, mientras que interesantemente, dicho dominio no se
encuentra en la proteina E6 derivada de los virus de bajo riesgo y por lo tanto estos virus

no son capaces de degradar a la proteina hDlg. (76).

La proteina E6 del VPH tipo 18 se une a hDlg con mayor afinidad que la E6 derivada del
HPV tipo 16 (77) y por lo tanto, puede degradarla mas eficientemente (77), lo cual podria
correlacionar con el diferente potencial oncogénico del virus, ya que se ha reportado que
los tumores cervicales asociados al VPH-18, son mas invasivos y recurrentes que los
causados por el VPH-16 (78).

hDlIg regula la actividad de la proteina supresora de tumor PTEN (phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome 10)/MMAC1(mutated in multiple advanced
cancers)/TEP-1(TGFp-regulated and epithelial cell enriched phosphatase), Las proteinas
hDIg incrementan la habilidad de PTEN para suprimir la activacion de PKB,
probablemente a través del ensamblaje de un complejo multiproteico en la membrana
celular (68,79-81). Esta proteina esta constituida por un dominio fosfatasa, el cual
corresponde al sitio activo y un dominio C2, que se une a los fosfolipidos de membrana
(PtdIns-3,4,5-P3), en el sustrato para la actividad de esta enzima. En el dominio carboxilo

terminal se encuentra el sitio de union a los dominios PDZ (82).

PTEN es una proteina tirosina fosfatasa, cuyo sustrato principal es el fosfatidilinositol,
trifosfato, esta enzima desfosforila en la posicion 3 al inositol, bloqueando asi la actividad
de la fosfatidilinositol 3 cinasa (P1-3K).(83). La enzima PI3K al ser inhibida, detiene la
sefializacion de la via de la PKB/Akt, (Proteina cinasa B), encargada del control de

procesos biologicos como la proliferacion, la motilidad celular y la apoptosis (84,85) (Fig.
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15). La desregulacion tanto de la proteina PI3K como la de PKB ha sido ampliamente

documentada en diferentes tipos de cancer (86)

Figura 15. Vias de sefializacién moduladas por la proteina supresora de tumor PTEN.
Las vias de sefializacion Akt/PKB y ERKSs tienen un papel fundamental en efectos bioldgicos
involucrados en el establecimiento del cancer y PTEN representa uno de sus principales puntos de
regulacion negativa. Fuente: Lawlor, 2001 (87).

La proteina PTEN, se encuentra frecuentemente mutada en un gran nimero de canceres
(gliomas, melanomas, prostata, pulmon, cabeza y cuello, mama y endometrio),
generalmente en estadios méas avanzados (87-89). En contraste, raramente han sido
reportadas mutaciones en esta proteina en cancer de cervix; sin embargo, las pocas
mutaciones reportadas, se encuentran significativamente en los estadios mas avanzados de
esta enfermedad (90). Existen otras evidencias que fundamentan el papel importante de
esta proteina en el establecimiento del cancer: como el hecho de que la sobre-expresion del
sitio catalitico de PTEN en cancer de endometrio, baje la tasa mitética y la angiogénesis
(91,92).
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4. Variantes de VPH

La variacion en la secuencia en una 6 mas de las proteinas virales puede alterar su funcién
bioldgica y afectar el resultado clinico de la infeccién. La caracterizacion de la variacion
en la secuencia nucleotidica dentro de los tipos de VPH representa un acercamiento para la
identificacion de las variantes, que tienen funciones bioldgicas diferentes (93).

Las variantes “intra-tipo” se definen como aquellos aislados de VPH que varian en menos
del 2% con respecto al tipo viral de referencia en regiones conservadas del genoma (94).
Las secuencias de DNA que codifican por dominios conservados en proteinas, permiten
comparar a los tipos de VPH y analizar el proceso de especiacion, dado que en la
taxonomia de los VPH el término “tipo” se considera equivalente al término “especie”. Los
estudios de variantes permiten entender parte de la historia evolutiva de los virus de
papiloma y resultan ser un modo eficiente de conocer el origen y forma de diseminacion de

estos virus.

La gran especificidad y diversidad de tipos sugiere que estos virus estdn muy bien
adaptados y que han estado en intima asociacion con su huésped por mucho tiempo. El
pequefio grado de variacién en regiones geograficas, comparado con la gran diversidad
entre regiones, es consistente con la idea de una lenta acumulacion de mutaciones en

periodos de tiempo muy largos.

A través del andlisis de una gran cantidad de aislados de VVPH obtenidos de diversas partes
del mundo, se han definido cuales son las variantes de los tipos virales mas frecuentes; en
particular, de VPH-16 (95), VPH-18 (96), VPH-6 y VPH-11 (97), ademas de otros tipos
menos frecuentes (98).

Dada la prevalencia de VPH tipo 16 en lesiones pre-invasivas y carcinomas cervicales, la
heterogeneidad intratipica de VPH 16 es la mas estudiada. El analisis de la secuencia de
LCR, E6, L1 y L2 ha demostrado que las variantes de VPH 16 forman 5 ramas
filogenéticas principales, las cuales varian en su distribucion geografica. Estas ramas se

han clasificado como: Europea (E), Asiatica (As), Asiatica-americana (AA), Africana-1

PAGINA 30



ANTECEDENTES

(Af-1), y Africana-2 (Af-2). Se han identificado ramas menores, como la Norteamericana-
1 (NA1). Cabe mencionar que el genoma del VPH-16 de referencia es un aislado aleméan y
es miembro de la rama Europea (95). Estos arboles filogenéticos se basan en la secuencia
del LCR del VPH-16.

La diversidad intra-tipo de VPH-18 guarda muchas similitudes con VPH-16. Actualmente
se han detectado 3 ramas filogenéticas principales para VPH-18 (Europea, Africana y
Asiatica/Amerindia) (96).Con estos estudios se ha observado que la diversidad viral no se
correlaciona con la ubicacion geografica, sino mas bien con la composicién étnica de las
poblaciones y que la filogenia de las ramas principales de VPH-16 y VPH-18 se asocia con

las ramas principales de la evolucion de los grupos étnicos humanos (101).

En algunos trabajos se han reportado subtipos de HPV-18 con una oncogenicidad
disminuida. Estos se encontraron asociados en un alto porcentaje a NIC (lesion
intraepitelial cervical), pero no a los casos de cancer. (102). En otros trabajos, se han
encontrado asociaciones aparentemente exclusivas entre diferentes variantes del HPV-18 y
tipos histologicos especificos. Esta asociacidon sugiere que existen algunos aislados que
pueden estar asociados a un comportamiento bioldgico diferente (101).

Diversas publicaciones han determinado diferencias funcionales en regiones gendmicas
especificas y se ha especulado que estas podrian repercutir en el potencial oncogénico de
las variantes virales. En el caso de E6, se han identificado variantes (variante Asiatico-
Amerindia) con mayor capacidad que la de referencia (variante Europea) para suprimir la
diferenciacion de los queratinocitos en respuesta al suero y calcio (102).Con respecto a la
capacidad para degradar a p53, se han encontrado variantes de E6 (variante Af -2 —z84<9),
que tienen menor actividad, y que por lo tanto, se ha pensado podrian tener menor

capacidad oncogénica (102,103).

Otros estudios se han enfocado en las diferencias de persistencia viral y progresion de las
lesiones hacia estadios mas avanzados que presentan las variantes virales. Se han

identificado variantes de VPH 16 asociadas con persistencia viral y progresion de NIC 2 a
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NIC 3 (104,105). Por otro lado, un cambio de un nucleétido resulta en un cambio del
aminoacido leucina a valina (L83V). Este cambio estuvo presente en variantes tanto de la
rama Europea como Asidtica—Americana (104) y esta variante estuvo mas asociada con

carcinoma invasor que con NIC en una poblacion de mujeres suecas (105).

En otro estudio realizado por M. Grodzki y col, un grupo de pacientes francesas con la
variante de E6-350G de VPH 16 mostraron riesgo de progresion a lesiones de alto grado 4

veces mayor que aquellas con la variante prototipo, es decir, E6 — 350T (106).

Se han encontrado también diferencias en los mecanismos de procesamiento alternativo
entre variantes virales del HPV-18, para el producto del gen E6. La variante Af presentd en
mayor proporcion el transcrito de E6 que corresponde a una proteina pequefia llamada
E6*1, mientras que el transcrito de E6 de tamafio completo se hallé en mayor proporcién
para la variante AsAi. Esto indica que las variantes AsAi y Af podrian diferir en su
potencial oncogénico al poseer proteinas E6 con propiedades bioldgicas diferentes

(107).Todos estos estudios, proponen diferencias funcionales entre las variantes de E6.
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JUSTIFICACION

En paises en vias de desarrollo como el nuestro el CaCU representa un problema de salud
publica. Se sabe que el principal factor de riesgo para el desarrollo de CaCU es la infeccion
persistente por el VPH de alto riesgo, sélo una pequefia proporcion de las lesiones
cervicales infectadas con el virus de alto riesgo avanzan a cancer, lo cual indica la
necesidad de factores adicionales para la genesis del tumor. EI mejor entendimiento de los
eventos moleculares que ocurren en las fases tempranas del establecimiento y progresion
de la infeccion redundara en la posibilidad de lograr a largo plazo un tratamiento mas
eficiente.

Se sabe que la expresion de la oncoproteina E6 es uno de los eventos tempranos mas
importantes en la historia natural de la infeccion por VPH, y dada la importancia de las
variantes virales como un factor de riesgo diferencial para el desarrollo del CaCU, resulta
importante comprender los mecanismos implicados en la activacion de las vias de
sefializacion desencadenadas por E6 de las variantes del VPH-18, mecanismos que hasta
el momento no se han descrito claramente y alun es mas importante lograr correlacionar la
activacion de estas vias con efectos bioldgicos implicados en el establecimiento del cancer:
Por todo esto el objetivo de este trabajo es determinar la participacion de la oncoproteina
E6 de las variantes del VPH-18 en las vias de sefializacién de Akt/PKB y MAPKSs ambas

implicadas en procesos carcinogénicos.

Por otro lado, este trabajo no solo nos permitird conjuntar la informacion necesaria para
dilucidar una de las vias de sefializacién de la oncoproteina E6, sino que ademas permitira
entender mejor el comportamiento biologico de algunas variantes virales del HPV-18 que
pudiera esta relacionado con una capacidad oncogénica diferencial.
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HIPOTESIS

Se sabe que la proteina E6 del VPH-18 se une y degradar a la “proteina hDlg, por lo
tanto, esto resultard en una desregulacion de algunos componentes de la via de
sefializacion de Akt/PKB como: las proteinas PI3K, PTEN y PKB implicando cambios

en la proliferacion celular.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de la oncoproteina E6 de los diferentes aislados del VPH-18
en la via de sefializacion Akt/PKB y MAPKSs, asi como su repercusion en la

proliferacion celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Cuantificar la expresion y la actividad de las proteinas hDlg y PTEN, en las

lineas celulares MCF-7 y C33-A transfectadas con vectores de expresion que

contienen al gen E6 de las variantes del VPH-18.

e Evaluar la union de la proteina hDlg con PTEN en células MCF-7 transfectadas
con los diferentes aislados de E6 del VPH-18.

* Evaluar la actividad y la expresion de proteinas involucradas en la via Akt/PKB
y MAPKS, en las lineas celulares transfectadas con las variantes de la proteina

E6 del HPV-18.

* Determinar la participacion especifica de la oncoproteina E6 de las variantes del
VPH-18 en la expresion de las proteinas hDlg, PI3K, PTEN, PKB y MAPKSs.
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MATERIALES Y METODOS

l. Cultivo Celular

Se utilizaron lineas celulares MCF-7 y C33-A (adenocarcinoma de mama y carcinoma de
cérvix, respectivamente). Ambas lineas son negativas para DNA y RNA del VPH, sin
embargo, en el caso de C33-A tiene a p53 mutado en el codon 273. En este trabajo, se
emplearon otras lineas celulares derivadas de cancer de cérvix como: Siha, Caski (contiene el
genoma del VPH-16) Calo y HeLa (con el genoma del VVPH-18). Finalmente como control de
células normales se utilizo la linea celular HaCaT (queratinocitos humanos normales). Estas
lineas celulares, se crecieron en medio de cultivo (DMEM, GIBCO, BRL, Gaithersburg, MD,
USA), suplementado con 8% de Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO, BRL, Gaithersburg, MD,
USA). Los cultivos celulares se mantuvieron en una atmosfera himeda al 5% de CO, y a una
temperatura de 37°C.

2. Transfeccion Celular

Las lineas celulares MCF-7 y C33-A se transfectaron con plasmidos de expresion que
contienen un fragmento de DNA de 495 pb (de los nucledtidos 105 al 581) del gen de la
oncoproteina E6 de referencia (AsAi) y sus variantes (E y Af). Las secuencias de estos
aislados, fueron clonados en el vector de expresion pcDNA 3.1(invitrogene). El vector pcDNA
contiene un promotor de citomegalovirus y genes de resistencia a geneticina para la seleccion

estable.

La secuenciacion de los genes clonados se realiz6 por medio del ensayo de secuenciacion
Termosequenase y en un secuenciador automatico Una vez secuenciados los plasmidos con los
genes de E6 de referencia y sus respectivas variantes, se transfectaron en las lineas celulares
con el empleo de liposomas (Lipofectina. Como control positivo de la transfeccién se uso la
proteina verde fluorescente “GFP”, cuya fluorescencia en la célula transfectada puede

observarse en microscopio de fluorescencia.
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2.1. Extraccion de RNA y ensayos de expresion

Con el fin de determinar si los genes de E6 se expresaban en las lineas celulares transfectadas,
se extrajo el RNA total de las células mediante el empleo de Trizol (Invitrogen Life
Technologies). Las muestras de RNA se trataron con DNasa libre de RNasa para remover
restos de DNA celular. La concentracion del RNA se determind mediante espectrofotometria.
La calidad del RNA se verifico por eletroforesis en geles de agarosa con tincion de bromuro de
etidio. Se utilizaron 2 ug de RNA total para transcripcion inversa a DNAc, usando hexameros
de oligonucled6tidos aleatorios con el sistema de sintesis de la primera cadena para RT-PCR:
Superscript (Invitrogen Life Technologies). EI DNAc se amplific6 con oligonucle6tidos

especificos para el gen E6 del VPH-18.

3. Modificacién del DNA con bisulfito de sodio

El tratamiento del DNA genomico con bisulfito de sodio, tiene por finalidad convertir las
citocinas no metiladas en uracilo, las que seran convertidas a timina durante la reaccion de
cadena de la polimerasa (PCR). Usando iniciadores especificos para secuencias metiladas (M)
y no metiladas (U), es posible discriminar entre citosinas metiladas y no metiladas en las

diferentes muestras analizadas.

El estado de metilacion del promotor del gen PTEN fue determinado en las lineas celulares
Caski, HeLa, SiHa, y MCF7, por el método de modificacion del DNA con bisulfito de sodio y
posteriormente se realizd el ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifica
para metilacion, como lo describe Herman (1992) (108) Brevemente se diluyd 1 pg de DNA

genomico en 100 pl de agua, y se desnaturalizo durante 20 min, con NaOH 2M a 42 °C.

Posteriormente el DNA fue incubado en la oscuridad durante 13 h a 55 °C en una mezcla de
reaccion que contenia 30 ul de hidroquinona 10 mM y 520 ul de bisulfito de sodio 3 MM pH
5,0. EI DNA modificado fue purificado en una resina Wizard (Promega, ), se desnaturaliz6 con
5 ul de NaOH 3M durante 5 min a 37° C, inmediatamente se neutralizd y se precipitd con 5 pl
de acetato de amonio 3M y 500 pul de etanol absoluto durante 2 h a -20 °C. Finalmente se
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centrifugd 30 mina 13 000 rpm, se lavé con etanol al 70 %, se seco por vacio, y se resuspendid

en 50 ul de agua libre de nucleasa, conservandose a -20 °C.

3.1.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifica para metilacion:

El DNA modificado por bisulfito fue sometido a reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
especifica para metilacion. La mezcla de la reaccion contenia 100 ng de DNA modificado, 2 ul
de buffer 10X, 2 ul de MgCl, (25 mM), 2 uL de deoxinucleotidos trifosfatos (ANTPs) (10
pM), 0,2 ul de cada iniciador de la reaccion para PTEN desmetilado (UM) y PTEN metilado
(M), cuya secuencias se indican en el cuadro 3y 0,1 ul de laenzima DNA polimerasa TagGold
(1 units; Applied Biosystems), para un volumen final de reaccion de 20 ul. Como control

positivo de metilacion se utiliz6 DNA genomico metilado de linfocitos.

Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores de la reaccion empleados para determinar el
estado de metilacion del promotor de PTEN. Fuente: Zysman, 2002 (109)

Iniciadores de la Secuencias
reaccion
PTEN Metilado 5TTTTTTCGGTTTTTCGAGGC3’(sense),

5’CAATCGCGTCCCAACGCCG
3’(antisense)

5TTTTGAGGTGTTTGGGTTTTTGGT3’
(sense),
5’CACAATCACATCCCAACACCA ¥
(antisense)

PTEN No metilado

Las condiciones de la reaccidn fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial 94 °C durante 10
min, seguido por 35 ciclos de amplificacion (40sa94°C,40sa58°Cy40sa72°C),y una
elongacion final de 7 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron separados en un gel de

agarosa al 2%.

Para corroborar el papel de la metilacion en la expresion de PTEN, los niveles de esta proteina
fueron analizados en las lineas Caski, HeLa, SiHa, y MCF7, comparando a las células tratadas

y no tratadas con un agente desmetilante. Las células se sembraron en placas de 6/pozos a una
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densidad de 1X10° cel/pozo en DMEM-F12 y después de 24 h, estimuladas con 5-Aza-2"-
deoxicitidina al 0.75 uM por 48 h. Los lisados de estas células fueron analizados por western

blot con un anticuerpo especifico para PTEN.

4. Anélisis tipo western blot.

Para determinar si existe una presencia diferencial de las proteinas involucradas en la via de
PKB/akt y MAPKSs en las células MCF-7 y C-33A transfectadas con la proteina E6 de las
variantes del HPV/-18, las células se sembraron en cajas de 25 cm” a una densidad de 1x10°, en
DMEM al 8% SBF durante 48 hr, hasta alcanzar un 75% de confluencia. Al término del
experimento la monocapa celular, se lavo con un buffer de fosfatos (PBS pH=7.4) y se
agregaron 500 ul de una solucion de lisis (RIPA, 3 mM tris pH 8, 50 mM NaCl, 0.5% Nonidet
P-40, 1% aprotinina 1mM PMSF). El lisado celular se paso varias veces por una jeringa de

insulina y se centrifugo a 10 000 xg, 10 min a 4°C.

La cuantificacion de las proteinas totales se realizé mediante el método de Bradford (110), el
cual se basa en el uso del colorante azul brillante de coomasie G-250 (CB G-250, BioRAD,
México). Este colorante reacciona con las proteinas formando un complejo estable que tiene

una absorbancia méaxima a 595 nm.

Las proteinas se separaron en geles de acrilamida-SDS a una concentracion de 9 al 12%,
dependiendo del tamafio de la proteinay se electro-transfirio (60 min a 200 mA) a membranas
de nylon-nitrocelulosa (Hybond-C Amersham, LIFE Science, Chalfont, Buckinghamshire,
England). La eficiencia de la transferencia se comprob6 por la tincién del gel con una mezcla
de azul de coomasie R-250 (0.1% p/v metanol, 50% v/v metanol y &cido acético).
Posteriormente se bloquearan los sitios no especificos de la membrana con una solucion
bloqueadora, para detectar a las proteinas, se emplearon anticuerpos especificos (hDlg, PTEN,
pPTEN, PI3K, pPI3K, Akt/PKB, pAkt, Actina, ERK1/2 and peras) (Santa Cruz
Biotechnology, California. CA). Las membranas se incubaron 24 hrs a 4°C con cada

anticuerpo.
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Para la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo, se empled una reaccion de
quimioluminiscencia (Amersham, LIFE Science, Chalfont, Buckinghamshire, England). Dicho
sistema emplea luminol, compuesto que se oxida en presencia del anticuerpo secundario, que
se encuentra conjugado con peroxidasa. La presencia del per6xido de hidrogeno genera la
emision de luz. La membrana previamente incubada con el anticuerpo secundario, se incubd
por 1 min con luminol y la emision de luz se detectd, exponiendo la membrana a placas de

rayos X (Hyper film ECL, Amersham, LIFE Science, Chalfont, Buckinghamshire, England).

Los experimentos se repetiron por triplicado y el control negativo correspondié a las células
MCEF-7 sin el genoma de E6 del HPV-18 y las transfectadas unicamente con el vector,

mientras que como control positivo se empleo la linea celular HelL a.

5. Ensayos de union proteina-proteina (Inmunoprecipitacion)

Las células MCF-7 transfectadas con las variantes de E6 o el vector vacio, fueron lavadas dos
veces con PBS frio y lisadas con buffer RIPA. Los lisados celulares fueron pre-
inmunoprecipitados con 2 ug de anticuerpo anti-raton embebido en agarosa por 2 h (Santa
Cruz Biotechnology, CA. USA). Los anticuerpos: anti-PTEN, anti-hDIlg o anti-borrego
(control), a una concentracion final de 20 ug fueron incubados por 2h a 4°C, con 40 ul de
perlas de Proteina G-Agarosa (Santa Cruz Biotechnology, CA. USA). 100 ul del lisado celular
(500 ug/ml) fueron incubados con el complejo anticuerpo-proteina G, durante toda la noche a
4°C. posteriormente, el complejo fue lavado dos veces con buffer de lisis, centrifugado por 2
min a 12 000 rpm y resuspendido en 50 ul de buffer de carga (Tris 2M pH=6.8, SDS 2.5%, -
mercaptoetanol al 10%, glicerol al 20% y azul de bromofenol) 10 ul de la mezcla, fueron

sometidos a un analisis por western blot con los anticuerpos anti-hDIlg o PTEN.
6. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo
Para poder analizar el ciclo celular se empled la técnica basada en detergente y enzima

proteolitica, la cual consiste en aislar y tefiir nacleos (DNA) con el colorante yoduro de

propidio, esta técnica fue descrita por Vindelov en 1994 (111).
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Para esta técnica, se sembraron 2X10° células (MCF-7 y C-33A) transfectadas con las variantes
de la oncoproteina E6 en placas de 6 pozos, después de 24 h de cultivo se retir6 el medio con
suero y se agregd medio sin suero por 24 h, 48y 72 h las células son cosechadas con tripsina'y
recuperadas mediante centrifugacién (1500 rpm). Posteriormente se determino la cantidad de
DNA nuclear de las diferentes lineas celulares: La monocapa celular fue lavada con PBS en
dos ocasiones y se le agregon 100 ul de la solucién A (citrato de sodio 3.4 mM, 500 ul,
Nonidet P-40, tetracloruro de espermita 1.5 mM vy tris 0.5 mM, a 100 ml de esta solucion
concentrada se agregaron 30 mg de tripsina y se ajusté a pH=7.6) e incubé 10 min a
temperatura ambiente, posteriormente se agregaron 100 ul de la solucién B (a 100 ml de la
solucion concentrada se agregan 50 mg de inhibidor de tripsina, 10 mg de Ribonucleasa y
ajustar a pH=7.6) y se incubaron 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se agregaron 500
ul de la solucion C (a 100 ml de la solucién concentrada agregar 41.6 mg de yoduro de

propidio), se incubo por 10 min en hielo.

El contenido de DNA nuclear fue evaluado en un Facsorter (Becton Dickinson), con el
programa CellQuest. Cada experimento se realizo por duplicado, teniendo como control las
células MCF-7 sin transfectar y las transfectadas solamente con el vector (o.cDNA). Los

resultados se expresaron como el promedio del porcentaje de células en fase S.

7. Sintesis de RNAs de interferencia (siRNAs) contra E6 and hDlg

La introduccion de RNA de doble cadena (dsRNA) en una célula inicia una compleja cascada
de eventos, los cuales culminan con la degradacion del mRNA de secuencia homologa al
dsRNA originalmente introducido (112).Utilizando este principio natural, se construyeron los
siRNA, contra las proteinas E6 del HPV-18 y hDlIg, para determinar la participacion especifica
de estas proteinas en las vias de sefializacion Akt y MAPKS. Para la sintesis de estos SiRNAS,
se utilizé el ensayo de The Silencer siRNA Construction Kit (Ambion, The RNA Company).
Los oligonuclettidos empleados se muestran en la cuadro4.
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Cuadro 4. Secuencias de iniciadores de la reaccion para la sintesis de siRNas contra
las proteinas E6 HPV-18 y hDIg.

SIRNA Secuencia de oligonucleétidos Referencia

E6 HPV-18 5-GAGGTATTTGAATTTGCATTT Yamatoetal., 2006 (113)
CCT GTC TC-3’ (antisense).
5- ATG CAA ATT CAA ATA CCT
CTT CCT GTC TC-3’.(sense).

E6 HPV-16 5-GAATGTGTGTACTGC AAGCTT Jeong etal., 2007 (114)
CCT GTC TC-3’ (antisens),
5-GCTTGC AGT ACACACATTCTT
CCT GTC TC-3’ (sense)

hDlg 5 - AAA TTC TCA ATC TCT GAT Laprise, 2004 (115)
AAG CCT GTC TC- 3" (antisense)
5- AAC TTA TCA GAG ATT GAG
AAT CCT GTC TC-3’ (sense)

El primer paso en la sintesis de los SiRNAs, es la hibridacion de los 200 uM de cada uno de los
iniciadores con la secuencia de iniciacion del promotor de la T7 RNA polimerasa en presencia
de 6 ul buffer de hibridacion, la mezcla se incub6 a 70°C por 5 min. A partir de estos
oligonucledtidos hibridados, se realizo la sintesis de los iniciadores de cada uno de los siRNAs,
con el empleo de la enzima Exo-Klenow (Ambion Inc, The RNA Company) y una mezcla de

dNTPs, esta mezcla se mantuvo a 37°C por 30 min.

Para eliminar una posible competencia entre los iniciadores para su transcripcion se realizé la
sintesis de cada una de las hebras (sentido y antisentido) de los siRNAS por separado,
empleando la enzima T7, durante 2 h a 37°C. Al término de este tiempo, las dos reacciones

(sentido y antisentido) se mezclaron y se incubaron toda la noche a 37°C.

Los siRNAs sintetizados in vitro poseen una secuencia en el extremo 5 que tienen que ser
removidas antes de que éstos sean transfectados a las células, para la digestion de esta
secuencia se utilizé una ribonucleasa, en la misma reaccion el iniciador de DNA es eliminado
con la digestion con DNasa. Finalmente el siRNA es purificado con el empleo de una columna

y cuantificado por espectrofotometria para su transfeccion.
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7.1.Transfeccion del siRNA

Las lineas celulares HeLay MCF-7, fueron sembradas a una densidad de 1X10° células/pozos
y transfectadas a una concentracion de 100 nM de cada uno de los siRNA (HPV-18, HPV16-
E6 o hDIg). La transfeccion se realiz6 en placas de 6 pozos, con el empleo de liposomas
(Lipofectamine Plus, Gibco-BRL). Déspues de 48 h, las células fueron procesadas para obtener
RNA 'y proteina. La inhibicion de los niveles y la expresion de las proteinas se evalué mediante
ensayos de western blot, mientras que la expresion de E6 se cuantifico mediante ensayos de
RT-PCR.

8. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se empled la prueba paramétrica de t de ”Student” tomando una

p < 0.05 como significativa.
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I. La actividad de PTEN no se regula por la metilacion de su promotor.

PTEN es una proteina supresora de tumor que pose é altas tasas de mutacién en distintos tipos
de cancer (87,88), Por otro lado, en cancer cérvico uterino se ha detectado sélo un bajo
porcentaje de mutaciones en este gen. Por otra parte, si se ha reportado una disminucion en la

actividad y la expresion de esta proteina (116,117).

En la literatura se ha propuesto que la actividad de PTEN en algunos tipos de cancer podria
regularse por mecanismos epigenéticos, ya que el promotor del gen de esta proteina se ha visto
metilado, sin embargo esta informacion resulta controversial, Zisman et al. (2002) (109)
propone que existen pseudogenes de PTEN que poseen una alta homologia con el promotor de
esta proteina, tal es el caso de psiPTEN que serian los que realmente estarian siendo
detectados como metilados. Para corroborar si la metilacion representa un mecanismo
importante en la regulacion de la actividad de PTEN en cancer de cervix, se realizaron ensayos
de MSP, empleado los iniciadores especificos propuestos por Zisman para amplificar la region
5"del promotor de PTEN, dentro de esta region se encuentran las secuencias que diferencian a

esta proteina de los pseudogenes (109)

En la figura 16A, se muestra que en ninguna de las lineas celulares de cancer de cervix ni en
MCF-7, la region amplificada del promotor se encontrd metilada, a diferencia del control
positivo (DNA de linfocitos metilado in vitro) en el cual se observan niveles elevados de
metilacion. Para confirmar los resultados anteriores, las células fueron tratadas con 5-Aza-2'-
deoxicitidina un agente desmetilante de DNA, ningin cambio significativo se encontro en los
niveles de expresion de PTEN (Fig. 16B). Con estos resultados se logro determinar que la
metilacion de esta region del promotor de PTEN, no regula la expresion de esta proteina en

estas lineas celulares.
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A)

B)

Figura 16. El promotor de PTEN no estd metilado en lineas celulares de cancer de cervix.
A) El nivel de metilacion del promotor de PTEN fue determinado mediante el ensayo de MSP en
células MCF-7, Caski, SiHa y HeLa. EI DNA modificado por bisulfito fue amplificado por PCR con
iniciadores especificos para DNA metilado (M) o no metilado (U). DNA de linfocitos metilado (Met)
y no metilado (UnM) in vitro, fue usado como control- B) El tratamiento con 5-Aza-2'-deoxicitidina no
modifica la expresion de PTEN. Las células fueron tratadas con este agente desmetilante a una
concentracién 0.75 mM por 48 h y sometidas al analisis por western blot. El control corresponde a las
mismas células, pero sin tratamiento.
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2. Laoncoproteina E6 de las variantes del VPH-18 regula la actividad de PTEN mediante

su union con hDIg .

Otro mecanismo que podria estar involucrado en la regulacion de la actividad de PTEN, es la
estabilizacion de esta proteina por hDIg, este mecanismo ya ha sido propuesto para otras
proteinas miembros de la familia MAGUK (79-81). Se sabe que las oncoproteinas E6 de los
HPVs de alto riesgo, se unen a hDIg y promueven su degradacion. Debido a lo anterior, se
determind la posible participacion de E6 del HPV-18 en células MCF-7 transfectadas con las
variantes de E6 (AsAi, Af y E) en la modulacién de la actividad de PTEN, para lo cual, se
realizaron ensayos de western blot con anticuerpos especificos, que nos permitieron evaluar los

niveles totales de la proteina total y la activada (pPTEN).

Como se puede observar en la figura 17, los niveles totales de PTEN en las células
transfectadas con las distintas variantes de E6, fueron diferentes. Sin embargo, se detectaron
cambios significativos en los niveles de la proteina fosforilada (pPTEN) en estas mismas
células. La fosforilacion en esta proteina esta directamente relacionada con su actividad, por lo
tanto, los resultados muestran claramente una mayor actividad de PTEN en las células no
transfectadas con respecto a las que poseen las secuencias de E6. A su vez, los niveles de
actividad de PTEN fueron mayores en las células transfectadas con la variante Af, que en las

que tenian los aislados AsAi y E.
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Figura 17. Los niveles de pPTEN disminuyen en las células transfectadas con las
variantes de E6 del HPV-18. Los niveles de PTEN fueron analizados con ensayos de western blot
en lisados de MCF-7 con las variantes de E6 HPV18'y con el vector vacio (pcDNA). Esto se realiz6 con
anticuerpos anti-PTEN y anti-PTEN fosforilado (pPTEN). Como control de carga se empleo la actina.

Debido a que la unién directa entre E6 y PTEN no ha sido demostrada hasta ahora, los cambios
encontrados en la proteina PTEN fosforilada en las células transfectadas con E6 y sus variantes
podrian estar mediada por la union entre E6 y hDlg. Para comprobar lo anterior, se analizaron
mediante ensayos de western blot los niveles de esta proteina, en células MCF-7 y

transfectadas con las variantes.

Estos ensayos mostraron que las células MCF-7 transfectadas con el vector vacio poseen
mayores niveles de expresion de hDIg, comparadas con las células que contienen las variantes
de E6, esto comprueba la capacidad de E6 para inducir la degradacion de hDlg. Con respecto a
las células transfectadas, las que tenian el aislado de E6-Af , mostraron mayores niveles de
hDlIg, con respecto a las células MCF-7 con E6-AsAi y E6-E (Fig. 18A). Esto correlaciona
directamente con los niveles de actividad de PTEN evaluados anteriormente en estas mismas
células (Fig. 17).

Para establecer si el efecto sobre la expresion de hDIg era independiente de la accion de E6
sobre p53, la actividad de hDlg se determind también en la linea C33-A que tienen a p53
mutado, a diferencia de MCF-7 en donde esta proteina se encuentra en su estado silvestre. Los

resultados fueron similares a los encontrados en la linea celular MCF-7 (Fig. 18B).
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A)

B)

Figura 18. La expresion de las variantes de E6 del HPV-18 se asocia con niveles diferentes
de hDIg. Se realizaron ensayos de western blot con anticuerpo anti-hDlg en células MCF-7 (A) y C33-
A (B) transfectadas con EG6 y sus variantes (AsAi, Afy E).
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La interaccion entre hDIg y PTEN ha sido demostrada en otros sistemas (79), sin embargo, con
el objetivo de determinar si en este sistema se lleva a cabo esta union, se realizaron ensayos
de inmunoprecipitacion, éstos demostraron la capacidad de ambas proteinas para unirse in
vitro. Una menor cantidad del complejo hDIg/PTEN fue observada en las células con E6-AsAI
(Fig. 19). Esta diferencia podria deberse a los bajos niveles de hDIg presentes en estas células
(Fig. 18A).

Estos resultados sugieren, la posible participacion de la oncoproteina E6 del VPH-18 en la

regulacion de la actividad de PTEN mediada por la degradacion de hDlg.

Figura 19. hDIlgy PTEN interaccionan en la linea celular MCF-7. Los lisados de células sin
transfectar o transfectadas con E-AsAi o E6-Af fueron inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-PTEN o
anti-hDlg. Los complejos fueron analizados por western blot con anti-hDlg o anti-PTEN
respectivamente. Como control se emplearon lisados pre-inmunizados.
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3. Las variantes de la proteina E6 del VPH-18 inducen aumento en la actividad de la
via de PI3K/AKkt.

Debido al importante papel de PTEN como regulador negativo de la via PI3K/Akt (82), lo
siguiente fue determinar si las diferencias observadas en la fosforilacion de PTEN en las
células transfectadas con los diferentes aislados de E6 repercutian en la actividad de la
proteina PKB. Se realizardn ensayos de western blot con anticuerpos especificos para PKB
total y para PKB fosforilada (pPKB). Los resultados mostraron que los niveles de PKB totales
permanecen constantes, mientras que un aumento significativo (p<0.001, t de “Student”) se
observa en los niveles de pPKB en las células transfectadas (Fig. 20A y 20B). Con respecto a
las variantes, las células con el aislado AsAi y E presentaron mayores niveles de pPKB (Fig.
20A y 20B). Los niveles de pPKB en las células E6-Af fue menor, correlacionando con los

mayores niveles de pPTEN y hDIg determinados previamente (Fig. 17 y 18A).
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A)
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Figura 20. La expresion de las variantes de E6 correlaciona con niveles diferenciales de
pPKB. A) Andlisis de la expresion de PKB. Los niveles de PKB total y pPKB fueron evaluados en las
células MCF-7 transfectadas con las variantes (Af, E y AsAi), o el vector vacio (pcDNA), mediante
ensayos de western blot con anticuerpos especificos. Como control de carga, se empleo el anticuerpo
anti-actina. B) Analisis densitométrico de la expresion de pPKB. Este analisis se realiz6 con el
programa NIH IMAGEN version 1.62, la grafica contiene el promedio de tres experimentos por
separado + DS. Los resultados se expresaron como % de estimulacion sobre el control (células MCF- 7
transfectadas con el vector s6lo). El asterisco (*) indica diferencia significativa (p<0.001, t de
”Student”) entre las células transfectadas con el vector sélo (pcDNA) vy las transfectadas con los
aislados AsAiy E.
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Debido al importante papel de PI3K en la regulacion de la via de PKB, se analizaron los
niveles de esta proteina, tanto totales como los de PI3K fosforilado (pPI13K) (Fig. 21). Los
niveles totales de esta proteina permanecen constantes entre las células transfectadas y no
transfectadas. Con respecto a los niveles de pPI3K fue muy evidente un incremento de esta
proteina en las células transfectadas con los aislados AsAi y E, en contraste con las MCF-7

con la variante Africana en la que se observé una muy baja actividad de PI3K:

Figura 21. La expresion de las variantes de E6 correlaciona con los niveles diferente de
pPI3K. Se analizaron por western blot los niveles de la proteina PI13K, en las células transfectadas con
el vector vacio (pcDNA) y las variantes (AsAi, Af y E). Se emplearon dos anticuerpos: en el panel
superior se utiliz6 un anti-PI3K que identifica a proteina total. En el panel inferior, se emple6 un
anticuerpo que reconoce a la subunidad p85 activa (pP13K).

4,- La oncoproteina E6 del VPH-18 induce un aumento en la activaciéon de las MAPKs

mediante la activacion de la proteina PI3K

La oncopoteina E6 del VPH-18 es capaz de activar a PI3K en gran proporcion. Sin embargo,
aun cuando PI3K es el regulador positivo mas importante para la via de PKB, los cambios
significativos encontrados en la activacion de la proteina PI3K en las células transfectadas con
los aislados AsAi y E no se vieron proporcionalmente reflejados en la actividad de la proteina
PKB (Fig. 19A, 19B y 20). Se sabe que PI3K participa en un sin numero de actividades
bioldgicas, tales como la quimiotaxis y la proliferacién celular (118), y por lo tanto, participa
en otras vias de sefializacion, ademas de la via de PKB.

Debido a lo anterior, se analizo si otros blancos celulares de la proteina PI3K como son las
MAPKSs (ERK1y ERK?2) (119;120), se encontraban afectados por esta actividad diferencial de

PAGINA 52



RESULTADOS

PI3K encontrada en las células transfectadas con las variantes de E6 (Fig. 21). Como se
observa en la Figura 22, las células con E6 AsAi y E muestran una evidente elevacion en los
niveles tanto de ERK1 como de ERK2 fosforiladas (pERK1 y pERK?2) en relacion a lo
observado en las células con E6-Af y el vector vacio. Esto pudiera ser un reflejo del efecto del

aumento de la forma activa de PI3K.

Figura 22. La expresion de la variante AsAi de la oncoproteina E6 se asocia con una
mayor actividad de las MAPKs. Se realizaron ensayos de western blot, para evaluar los niveles de
las MAPKS, en las células transfectadas con el vector vacio (o)cDNA) y las variantes (AsAi, Af y E). Se
empled un anticuerpo monoclonal que reconoce a las proteinas ERK1 y ERK2 fosforiladas (pERK1y
pPERK?2). En el panel inferor se empled como en todos los casos un anticuerpo anti-actina como control
de carga de las proteinas.

Finalmente se determin® a través de ensayos de citometria de flujo, si las diferencias
encontradas hasta el momento en la activacién de las proteinas involucradas en las vias de
sefializacion de PKB y MAPKSs podrian estar relacionadas con efectos biolégicos como la

proliferacion celular.

Diferencias significativas en la proliferacion celular fueron encontradas en las células
transfectadas con las variantes de E6 del HPV-18 (Fig.23). Los indices de proliferacion celular
(evaluados como numero de células en fase S), fueron mayores en las células transfectadascon
E6 que en las células no transfectadas (p<0.05). Cambios significativos, también se
observaron entre las células transfectadas con las distintas variantes de E6 (p<0.05) (cuadro 5y
Fig.23).
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Las células transfectadas con E6-Af, presentaron menores niveles de proliferacion (25.1% +

5.89 % de células en fase S), por lo anterior, las células con el aislado de E6-AsAi y E6-E,

tuvieron indices mayores de proliferacion celular (83.89+12.3 %Yy 69 % +10.46 % de células
en fase S, respectivamente) (Cuadro 5 y Fig.23). Estos resultados en proliferacion

correlacionan con el aumento en la activacion de las proteinas pPI13K y MAPKSs (Fig. 21y 22).

Cuadro 5. Analisis del ciclo celular de MCF-7 transfectadas con las variantes de la

concoproteina E6

Contenido de E6 G0/G1 S G2/M
MCF-7 pcDNA 63.14 12.56+2.7 24.29
MCF-7 Af 53.54+10.2  25.1£5.89*  21.3622.8
MCF-7 E 2343.1 69+10.46% " 7.9%0.5
MCF-7 AsAi 12.3142.1  83.89+12.3*% % 3.8+0.1

El cuadro 5, muestra el porcentaje de células MCF-7 transfectadas con las variantes (AsAt, o
Af), en cada fase del ciclo celular. Los datos se muestran como el promedio de tres

experimentos realizados por separado + DS.
*Diferencia significativa (P< 0.05, t de ”Student” ) entre las células transfectadas con las

variantes y el vector vacio (pCDNA).

* Diferencia significativa (P< 0.05, t de ”Student” ) entre las células transfectadas con las
variantes AsAiy E con respecto a las que poseen el aislado de E6-Af.
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Figura 23. La expresion de la oncoproteina E6 del aislado Af est4 asociada a una menor
proliferacion en las células MCF-7. Se realizaron ensayos de citometria de flujo con el colorante
ioduro de propidio alas 48 h, en las células MCF-7 transfectadas con las variantes de E6 (AsAi, Ey Af)
o0 el vector vacio (MCF-7 pcDNA). Se presenta un histograma representativo de los resultados
mostrados en cuadro 5,en donde se muestra la distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo
celular (G,, Sy G2/M). La flecha indica las células en fase S.
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5. La oncoproteina E6 del HPV-18, regula la actividadde las proteinas PTEN y Akt/PKB

a traves de su union con hDlg.

Para confirmar la contribucion especifica de la proteina E6 del HPV-18 en las vias de
sefializacion analizadas, se construyeron siRNAs contra las proteinas E6 del HPV-18 y del
VPH-16, que fueron transfectados en la linea celular HeLa, la cual contiene el genoma del
VPH-18. El efecto de los siRNAs en la expresion del RNAm de E6 fue evaluado por medio de
un RT-PCR semi-cuantitativo (Fig. 24A).

En la figura 24A, se muestra que el sSiRNA de E6 del VPH-18 especificamente es el Unico que
abate la expresion del RNAm de la proteina E6 en >70% aproximadamente en las células
HeLa, mientras que el siRNA de E6 del VPH-16, no afecta la expresion del RNAm de esta

proteina.

El siguiente paso, fue determinar si la disminucion en la expresion del RNAm de la proteina E6
del VPH-18, repercutia en la expresion de las proteinas hDIlg, PTEN, PKB y MAPKSs, las
cuales ya se habia demostrado que se expresaban diferencialmente en las células transfectadas
con las variantes de E6 (Fig. 17, 18A,19, 20 y21).

Como control, se usaron las celulas HaCaT, debido a que es una linea de queratinocitos no
transformada. En estas células se encuentran elevados los niveles de las proteinas hDIg,
PPTEN, y unadisminucion en la expresion de las MAPKs y PKB, con respecto a los niveles de

estas proteinas encontrados en las células Hel a.

La figura 24B mostré que en las células Hela no tratadas, los niveles de hDIlg y pPTEN son
menores, con respecto a los que expresan las células HaCaT. Pero cuando estas células son
transfectadas con siRNA-EB, se restablecen los niveles de hDlg y la actividad de PTEN. En
contraste los niveles de actividad de las proteinas PKB y ERKSs (p42 and p44), los cuales se
encuentran elevados en las células HeLa sin tratamiento, se reducen en las células transfectadas
con siRNA de E6 del HPV-18.
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Estos resultados demuestran la participacion especifica de la oncoproteina E6 en la regulacion
de la actividad de PTEN y en la activacion de las vias Akt/PKB y MAPKSs.

A)

B)

Figura 24. La proteina E6 contribuye especificamente a la activacion de las vias de
sefializacion PKB y MAPKS. A) Las células HeLa fueron transfectadas con siRNA para E6 del
VPH-18y posteriormente se analizo la expresion del RNAm de E6, con el empleo del ensayo de RT-
PCR. Como control positivo se empleo DNA de células HeLa. La cantidad de cDNA fue normalizada
con respecto a la actina. B) Efecto de la inhibicion de la protein E6 en las vias de sefializacion PKB y
MAPKSs. Los lisados celulares tratados con el siRNA de E6, fueron sometidos a un ensayo de western
blot con anticuerpos especificos para hDlg, pPTEN,PKB y MAPKSs en células HeLa. Como control se
empled la linea celular no inmortalizada HaCaT.

PAGINA 57



RESULTADOS

Para determinar la participacion de hDlg en el efecto de la oncoproteina E6 del HPV-18 sobre
las vias de sefializacion de PKB y MAPKS, se construy6 un siRNA contra hDlg, para abatir la
expresion de esta proteina en células MCF-7. Después de que las células MCF-7 fueron
tratadas con este siRNA, fueron sometidas a un ensayo de western blot, para evaluar los
niveles basales de las proteinas hDIlg, PTEN y PKB (Fig. 25).

La figura 25, muestra que los niveles de la proteina hDlg claramente disminuyen en las células
MCEF-7 tratadas con el siRNA, con la consecuencia evidente de una disminucion en la
expresion de pPTEN y un incremento de pPKB. Estos resultados son muy similares a los que
se encontraron en las células MCF-7 transfectadas con la variante AsAi, que fueron las células

en las cuales se observaron menores niveles de hDlIg

Estos datos sugieren que la funcién de la proteina E6 en la regulacion de la via de sefializacion

AKkt/PKB se basa en su capacidad para degradar a hDlIg.

Figura 25. Las variantes de E6 actlan sobre las vias de sefializacion PKB y MAPKs a
traves de su union con la proteina hDlg. Las células MCF-7, fueron transfectadas con el siRNA
para hDIlg, posteriormente los lisados celulares se analizaron por western blot con anticuerpos
monoclonales para las proteinas hDlg, pPTEN y pPKB. Como control se emplearon las células
transfectadas con el aislado AsAi. En general el nivel de expresién de las proteinas analizadas en las
células tratadas con el siRNA fue muy semejante al observado en las células MCF-7 con E6 AsA..
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En este estudio, se ha determinado un mecanismo diferencial de activacion de las vias de
sefializacion Akt/PKB y MAPKSs inducido por las variantes de la oncoproteina E6. Se
encontro que las células transfectadas con el aislado AsAi y E de E6, poseen menores
niveles de la proteina hDIg, lo cual produce una disminucion en la expresion de la

proteina PTEN activa y un aumento en la activacion de la proteina PKB.

Las células transfectadas con la variante de la proteina E6-Af, observaronn mayores
niveles de hDlg, asi como de PTEN activado, lo cual se traduce en menores niveles de
proteina PKB. Por otro lado, las variantes AsAi y E de la oncoproteina E6, fueron
capaces de activar significativamente a la proteina PI3K, dicha activacién correlaciond
con una aumento en la actividad de las MAPKs (ERK1 y ERK2). Estos hallazgos se
suman a otros previos que apoyan la idea de una capacidad biol6gica diferencial para las

variantes de la oncoproteina E6 del HPV-18.

La via de sefalizacion Akt/PKB juega un papel central en la regulacion de la
proliferacion y sobrevida en estados fisioldgicos normales. Asi mismo, esta via se ve
alterada en numerosas enfermedades como el cancer (121). Esta via de sefializacion se
regula a varios niveles, pero uno de los reguladores negativos mas importantes es la

proteina supresora de tumor PTEN.

El gen PTEN presenta altas tasas de mutacion en una gran variedad de canceres (30-
95%) (116). Estas mutaciones representan un evento temprano en la carcinogénesis
(122). En céancer cérvico uterino, el indice de mutaciones de este gen es muy bajo (123,
124). Por otro lado, la expresion de la proteina PTEN, se encuentra disminuida en alto
porcentaje en muchos tipos de cancer (122). Esta disminucion en algunos casos se
induce por las mutaciones en el gen de PTEN. Sin embargo, en el caso del CaCU, existe
una regulacion negativa de esta proteina (125), que no se ha podido asociar a
mutaciones. Algunos autores, lo han explicado como el resultado de la metilacion del

promotor de PTEN (123). Sin embargo, estos resultados son controversiales, pues
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también se ha propuesto que falsos positivos en la deteccion de regiones hipermetiladas
de PTEN pueden ocurrir debido a la alta homologia que existe entre la secuencia del gen

de PTEN y otros pseudogenes como psiPTEN (109).

En este trabajo mediante el empleo de ensayos de MSP con iniciadores especificos, se
amplifico una region del promotor de PTEN que no comparte con los pseudogenes
(109), y se determind que no existe metilacion en el promotor de PTEN en las lineas
MCF-7, ni en las células derivadas de CaCU (Caski, Siha y HelLa) (Fig.16A). Para
descartar si la metilacién en otras regiones de PTEN pudiera regular la actividad de
PTEN, se emple6 un agente desmetilante ampliamente probado que es la 5-Aza-2'-
deoxicitidina (Fig.16B). El tratamiento de las células con este agente no tuvo efectos
significativos en la expresion de la proteina PTEN en las lineas celulares MCF-7, Caski
y HelLa. Con estos resultados descartamos que la metilacion pudiera tener un papel
importante en la regulacion de la actividad de PTEN, en el CaCU.

Cabe mencionar que no se encontraron cambios en la expresion de la proteina PTEN que
pudieran estar modulados por mecanismos epigenéticos, pero en cambio si se encontro
una activacion diferencial de esta proteina en las células transfectadas con los diferentes
aislados de E6 del VPH-18 (Fig. 17). En este trabajo, se propuso que la oncoproteina E6,
podria estar modulando la actividad de PTEN, por medio de su capacidad de unirse y
degradar a hDlg, ya que se ha reportado previamente que esta proteina es capaz de
unirse a PTEN (79); y como otros miembros de la familia MAGUK, hDIg podria
estabilizar y promover la actividad de PTEN (79,80). La capacidad de unién de PTEN y

hDIg fue comprobada en nuestro sistema mediante ensayos de inmunoprecipitacion.

En este estudio, se identifico una clara influencia de la oncoproteina E6 sobre la
actividad de PTEN, lo cual estuvo directamente relacionado con los niveles de la
proteina hDIg presentes en las células transfectadas con las variantes de E6 del HPV18
(Fig.18). Altos niveles de hDIg y PTEN activo se observaron en las células transfectadas
con el aislado Africano de E6, con respecto al que se observo en las células con los
aislados de E6 AsAi y E.
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Estos resultados podrian explicarse por los bajos niveles de E6 funcional que expresan
las células transfectadas con el aislado Africano. De la Cruz, (2005) reportd que las
células transfectadas con las variantes de E6, expresaban diferentes proporciones de los
producto del procesamiento de la proteina E6. En el caso de las células transfectadas con
E6ATF, presentan mayores niveles del producto E6*I, éste genera una proteina méas corta
que carece de los dominios de union a PDZ, por medio de los cuales la proteina E6
completa es capaz de unirse a hDIlg y promover su degradacion (28). Esto explicaria los
altos niveles de hDIg, presentes en las células transfectadas con el aislado Africano,
comparados con los bajos niveles de esta proteina encontrados en las lineas con las
variantes AsAi y E, las cuales expresan mayores niveles del producto E6 completo que
de E6*I.

Otra posible explicacion es que la proteina E6 de la variante Africana, poseé cambios en
su secuencia con respecto al aislado de E6 AsAI, que pudieran estar influenciando su

capacidad de union a la proteina hDIg.

Se ha propuesto que las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo contribuyen a la
sobre-acivacion de la via PI3K/PKB (126,127), aunque el mecanismo por el cual lo
hacen no ha sido dilucidado totalmente. La proteina E7 se ha propuesto como inhibidor
de la fosfatasa PP2A (126), la cual es un regulador negativo de la proteina PKB. En el
caso de E6 no se ha establecido claramente su vinculo con esta via de sefializacion. En
este trabajo, mostramos que las variantes de la oncoproteina E6 regulan la actividad de

PTEN, lo cual repercute en la actividad de la proteina PKB.

Los resultados muestran que en las células transfectadas con los diferentes aislados de
E6, no existen cambios en la expresion de la proteina PKB, sin embargo, un aumento en
los niveles de esta proteina en su forma fosforilada se obsevo en las células transfectadas
con las variantes con respecto a las células no transfectadas (Fig.20). Entre las células
transfectadas las que contenian E6-AsAi presentaron niveles mas altos de pPKB, en

comparacion a las células que contenian el aislado Africano. Estos resultados
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correlacionan con los niveles de pPTEN. Con base en estos resultados, es posible que el
efecto de E6 sobre la via de PKB se deba al efecto de E6 sobre la proteina hDlg.

La proteina PI3K poseé una funcion antagonista al papel de PTEN, genera fosfatidil
inositol trifosfato, el cual activa a las PDK1/2 y éstas activan a la proteina PKB. En el
cancer cérvico uterino se ha reportado un aumento en la actividad de PI3K (88). Nair,
(2003) (127) propuso que la sobre-activacion de la proteina PI3K juega un papel
fundamental en la transformacion de las células infectadas con VPH. Este grupo
determind que la via Notch-1 coopera con las oncoproteinas E6 y E7 del HPV16 para
activar a PI3K, induciendo transformacion de células infectadas con VPH. Sin embargo
el mecanismo por el cual la proteina E6 pudiera estar influenciando la actividad de PI3K

no es claro.

Los resultados obtenidos deuestran que las células transfectadas con los aislados E y
AsAi de E6 poseen mayores niveles de pPI3K. En las células con el aislado Africano, no
se observd ningun cambio en la fosforilacion de PI3K, con respecto a las células no
transfectadas (Fig.21), ésto podria ser resultado de los bajos niveles de la proteina E6
que estas células expresan. Estos resultados sugieren que la proteina E6 es capaz de
regular la via de PKB, no solo por la disminucion de la actividad de PTEN, sino
posiblemente también por la activacion de PI3K. Sin embargo, los mecanismos por los

cuales E6 modula positivamente la actividad de PI13K no son claros.

En las células transfectadas con los aislados AsAi y E se observaron niveles elevados de
pPI3K y bajos niveles de pPTEN, conjuntando ambos resultados se esperaria que los
niveles de activacién de PKB hubieran sido més elevados de los que se encontraron. Sin
embargo, se debe considerar que la actividad de PKB se regula de una forma compleja
que incluye fosforilaciones y defosforilaciones. Esta proteina es fosforilada en los
residuos Thr-308 y Ser 473, por las cinasas dependientes de fosfalipidos (PDKSs), que
son serinas/treoninas cinasas que se activan por el producto de la enzima PI3K.
Recientemente se demostré que para que las PDKs lleven a cabo su funcién no solo
requieren la presencia de fosfatidil inositol trifosfato, sino también de los péptidos PRK2

(128), lo cual pudiera estar limitando la actividad de las PDKs, especificamente la
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PDK1, aln en presencia abundante del producto de la enzima PI3K.

Por otro lado, la fosforilacién de PKB, es el resultado del balance entre la actividad de
las cinasas, y la accion de un grupo de fosfatasas como PP2A y STAT3 (126,129), que
estan encargadas de desfosforilar a PKB y que finalmente modulan los niveles de

activacion de la proteina PKB.

Las PDK1 es una cinasa gue no solo fosforila a PKB, sino que es capaz de activar otras
proteinas como: la proteina cinasa A (PKA), la proteina cinasa G (PKG) y la proteina
cinasa C (PKC) (130), esta ultima involucrada en la activacion de proteinas que regulan
la proliferacion celular como las MAPKSs, especificamente las ERK1 y ERK2 (131). La
relacion entre la activacion de PI3K y la funcion de las MAPK, ha sido ampliamente
comprobado (132-135).

Estos antecedentes, podrian explicar que si bien la actividad aumentada de PI3K
observada en las células transfectadas con los aislados AsAi y E, no se vié reflejada
totalmente en la actividad de PKB, esta proteina podria estar regulando otras vias de
sefializacion como la de las MAPKSs. Asi mismo, se demostr6 una activacion diferencial
de las MAPks (ERK1 y ERK?2) por variantes de E6 del HPV-16, el mecanismo por el
cual se lleva a cabo dicha activacion no es muy claro, pero podria involucrar a una
proteina de la familia de Ras, llamada Rap-1, como propuesieron Chakrabarti y col
(2004) (136). En el caso de las variantes de E6 del VPH-18, no existe a la fecha ningln
reporte de la actividad de esta proteina sobre las MAPKSs. En este trabajo, se evalud la
actividad de ERK1(p42) and pERK?2 (p44), encontrando un aumento considerable, en las
células transfectadas con E6 del aislado AsAi y E (Fig.22), lo cual correlaciond
claramente con la activacion de PI3K en estas células (Fig.21). Sin embargo y debido a
que no se evaluaron los intermediarios propuestos por Chakarabarti et al. (2004) (136),
para el caso de las variantes del HPV-16, la participacion de proteinas como Rap-1, en la
activacion de las MAPKs inducida por la oncoproteina E6 de nuestras variantes no se

puede descartar.
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La activacion diferencial de la proteina PI3K y las MAPKS, por las variantes de E6 del
VPH-18, correlaciona con los niveles de proliferacion celular observados en las células
transfectadas con los diferentes aislados de la oncoproteina E6 del VPH-18. Las células
con el aislado Africano, que mostraron menores niveles de activacion de las MAPKs y
PI3K, también mostraron una proliferacion celular menor, que la que presentaron las
células transfectadas con E6 del aislado AsAi y E, en las cuales los niveles de pMAPKSs

y pPI3K también fueron mayores.

La capacidad de transformacién e inmortalizacién que ejercen los HPV de alto riesgo, se
ha atribuido a la actividad conjunta de las oncoproteinas E6 y E7. El efecto de la
oncoproteina E6 sobre la proliferacion y la apoptosis, se basa en su capacidad para
unirse y en algunos casos degradar a un sin nimero de proteinas involucradas en el
control del ciclo celular (50). Una de las interacciones de E6 mas caracterizada en su
papel como regulador de la proliferacion celular, es la que realiza con p53; sin embargo,
existen evidencias que apoyan un papel de E6 independiente a p53, en la proliferacion
celular (137).

La proteina E6 es capaz de unirse y marcar para su degradacion a numerosas proteinas
de la familia MAGUK, las cuales estan involucradas en la regulacion de la arquitectura y
proliferacion celular (50). hDIg forma un complejo con la proteina supresora de tumor
APC (adenomatous polyposis coli). La formacion del complejo APC-hDlg, es capaz de
inhibir la proliferacion celular, bloqueando la progresion del ciclo celular en la fase G;
(70,71).

En este trabajo, demostramos una degradacion diferencial de hDIg por las variantes de
E6 del HPV-18, lo cual correlacioné con los elevados niveles de proliferacion celular
evaluados en las variantes. Por otro lado, la proliferacion celular inducida por las
variantes de E6 (Fig. 23) también correlaciona con un aumento en la actividad de las
proteinas PI3K y MAPKS, las cuales estan directamente involucradas en el control de la
proliferacion celular. Por lo tanto, las variantes de la oncoproteina E6, son capaces de

inducir un aumento en la proliferacion celular, mediante la modulacion de
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intermediarios de las vias PKB y MAPKSs.

Con el fin de determinar el efecto especifico de E6 en estas vias de sefializacion, y que
ademaés ésto ocurre a traves de su interaccion con hDIg, se construyeron siRNAs para
las proteina hDIg y E6. La transfeccién de las células HeLa que contienen HPV18
integrado, con el siRNA contra E6 del HPV-18, demostro claramente la participacion de
E6 en la activacion de las vias Akt/PKB y MAPKS, dado que al disminuirse la expresion
de E6, aumentaron los niveles de hDIlg, PTEN activado, pPKB y pMAPKSs (Fig.24). Por
otro lado, con el empleo del siRNA de hDlg, se determind claramente la participacion de
esta proteina como el intermediario, por el cual E6 ejerce su efecto sobre la via de
Akt/PKB (Fig.25).

En este trabajo, se encontrd que las variantes de la oncoproteina E6 del VPH-18 regulan
diferencialmente a proteinas involucradas en las vias de sefializacion Akt/PKB vy
MAPKSs. Con base en los resultados obtenidos, proponemos que la interaccion de E6
con la proteina hDlg, juega un papel fundamental en la modulacion de la sobrevida y la
proliferacion celular inducida por la oncoproteina E6. Por otro lado, estos resultados se
suman a evidencias que apoyan la teoria de que los cambios intra-tipo de los VPH de
alto riesgo podrian ser fundamentales en la carcinogénesis cervical. Esfuerzos futuros
estaran encaminados a determinar el papel de estas variantes en otros efectos biol6gicos
involucrados en el establecimiento del cancer, como la apoptosis y las vias de

sefializacion que modulan dichos efectos.
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e La metilacion del promotor del gen de PTEN, no resulté ser un mecanismo
importante de regulacion de esta proteina en células MCF-7 y de carcinoma de

Cervix.

* La proteina hDlg se expresa en menores niveles en la linea MCF-7 transfectada
con el aislado de E6 AsAI, lo cual induce una disminucién en la actividad de la

proteina PTEN y un aumento en pPKB.

* La proteina PI3K presenta mayor actividad en las células MCF-7 transfectadas
con el E6 AsAi y E, ésto correlaciona con un aumento en la actividad de las

ERKSs (p42 y p44) y un aumento en los indices de proliferacion celular.

* Este trabajo propone que una de las formas en que E6 regula la via de Akt/PKB
es a través de la modulacion de la actividad de PTEN mediante su interaccion

con hDlIg.

* Las variantes de la oncoproteina E6, poseen un comportamiento bioldgico
diferencial. Este comportamiento, puede deberse a los diferentes niveles de EB6,
gue presentan cada una de las variantes o a diferencias funcionales de las

variantes de EB.
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ABSTRACT

Intra-type genome variations of high risk Human papillomavirus (HPV) have been associated with a
differential threat for cervical cancer development. In this work, the effect of HPV18 EG6 isolates in Akt/PKB
and Mitogen-associated protein kinase (MAPKs) signaling pathways and its implication in cell proliferation
were analyzed. E6 from HPV types 16 and 18 are able to bind and promote degradation of Human disc large
(hDIg). Our results show that E6 variants differentially modulate hDIg degradation, rebounding in levels of
activated PTEN and PKB. HPV18 E6 variants are also able to upregulate phospho-PI3K protein, strongly
correlating with activated MAPKs and cell proliferation. Data was supported by the effect of E6 silencing in
HPV18-containing HelLa cells, as well as hDIg silencing in the tested cells. Results suggest that HPV18 intra-
type variations may derive in differential abilities to activate cell-signaling pathways such as Akt/PKB and
MAPKs, directly involved in cell survival and proliferation.

MAPK
PI3K

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

High-risk Human Papilloma Virus (HPV) is the major etiological
agent of cervical cancer. It is well known that only a small number of
cervical lesions infected with high risk HPVs evolve to higher grade
lesions or cervical cancer (Bosch et al., 2002; zur Hausen, 2002). HPV
type and persistence of infection are critical factors involved in cervical
cancer progression. Intra-type variation could be an important factor
influencing cervical cancer development (Dalstein et al., 2003;
Hildesheim et al., 2001; Lizano et al., 1997). It has been shown that
variations in E6 viral oncogene could affect HPV biological behavior
(Kammer et al., 2002; Stoppler et al., 1996). Different E6 splicing
patterns within HPV18 variants have been proposed to affect the final
cellular concentration of full-length E6 (De la Cruz et al., 2005).

E6 and E7 are the main viral proteins involved in human epithelial
cell immortalization and transformation (Mantovani and Banks,
2001). A rather large number of cellular targets of E6 and E7
oncoproteins have been identified and several of these interactions
are assumed to participate in deregulation of cellular processes, such
as cell proliferation and apoptosis (Malanchi et al., 2004; Motoyama et
al., 2004). Nevertheless, some cellular pathways that HPV oncogenes
affect are not well dissected. In vitro assays as well as results obtained
through cervical cancer cell line analysis, have demonstrated that E6

* Corresponding author. Fax: +52 55 56280432.
E-mail addresses: adrycont@yahoo.com.mx (A. Contreras-Paredes),
lizano@servidor.unam.mx (M. Lizano).
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proteins from high risk HPV, bind to a PDZ-2 domain of hDIg
(Postsynaptic synaptic density-Discs large-Zona occludens) (Lee
et al, 1997; Thomas et al., 2001; Zhang et al., 2007) promoting its
degradation via the ubiquitin proteosome pathway (Grm and Banks,
2004; Mantovani et al., 2001b; Massimi et al., 2004).

hDlg, is a member of the membrane-associated guanylate kinase
(MAGUK) family of proteins, involved in the inhibition of cell cycle
progression. It has been reported that cellular hDIg levels are greatly
reduced or absent in high grade cervical neoplasia, as well as in cervical
squamous cell carcinomas, (Watson et al., 2002). hDlg expression is
also diminished in transformed cell types (Lin et al., 2004).

It has been shown that various members of the MAGUK family bind
and modulate PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) activity
through formation of multicomponent protein complexes (Adey et
al.,, 2000; Thomas et al., 2001; Valiente et al., 2005). hDlg is also able to
bind PTEN tumor suppressor protein, through its PDZ domains (Adey
et al.,, 2000).

PTEN phosphatase is a negative regulator of the Serine/threonine
kinase/Protein kinase B (Akt/PKB) survival pathway (Sansal and Sellers,
2004). Activation of this pathway in cervical cancer has been explained
by PTEN levels reduction (Tak-Hong et al., 2004). Nevertheless,
diminished PTEN expression has only been found in a minor proportion
of invasive cervical cancers (Lee et al., 2006; Mei et al., 2005). PTEN
mutations are common in many human cancers (Haluska et al., 2006; Li
etal.,, 1997; Mei et al., 2005; Pedrero et al., 2005; Tashiro et al., 1997), but
are infrequent in cervical cancer (Harima et al., 2001; Kurose et al., 2000;
Su et al., 2000; Yaginuma et al., 2000). Reduction of PTEN expression in
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Fig. 1. (a) PTEN promoter is unmethylated in cervical cancer cell lines. Methylation status of PTEN promoter was determined through MSP in MCF-7, Caski, SiHa, and HeLa, cell lines.
Bisulfite-modified DNA was PCR amplified with specific primers: Methylated primers (M) or unmethylated primers (U). DNA extracted from lymphocytes, untreated and in vitro
methylated, was used as control. A PCR amplification product was obtained only with unmethylated primers in tested cervical cell lines, revealing the unmethylated status of PTEN
promoter. Lymphocyte PTEN promoter is naturally found methylated; the proportion of methylated DNA increased in DNA methylated in vitro. (b) pPTEN is diminished in cell lines
transfected with HPV18 E6 variants. Western blot analysis of PTEN protein levels was done in MCF-7 extracts with E-, AsAi-, and Af-HPV18 E6 and pcDNA vector alone. Analysis was
performed with Anti-PTEN antibody (Upper panel); phosphorylated PTEN (pPTEN) levels were evaluated with antibodies recognizing 388 and 396 tyr (Middle panel). Lower panel:

anti-Actin antibody, as protein loading control.

cervical neoplasia has been explained by promoter methylation-
involved epigenetic mechanisms (Cheung et al., 2004).

Diverse elements in the Akt/PKB pathway are critical in cell
survival and proliferation (Lawlor and Alessi, 2001). It is well known
that Phosphatidyl Inositol 3-kinase (PI3K) is a positive regulator of the
Akt/PKB pathway, which in turn induces the expression of transcrip-
tional factors involved in proliferative and antiapoptotic signals
(Downward, 2004). The PI3K-triggered process is negatively regulated
by PTEN (Haluska et al., 2006; Tsugawa et al., 2002).

Increased PI3K activity has been found in cervical cancer-derived
tumors and cell lines (Bertelsen et al., 2006; Ma et al., 2000). This
event has been explained by the frequent amplification of the region
3q24-29, where PI3K gene is located (PIK3CA), which is also linked
with an increase in Akt activated forms.

PI3K has also been related with activation of Mitogen-Associated
Protein Kinase (MAPKs), a family of proteins acting downstream in
mitogenic signaling (Chai et al., 2007; Wells et al., 2007). It has been
shown that an HPV16 variant E6, is able to enhance MAPKs signaling
in transfected cell lines, by means of its cooperation with the Notch
signaling pathway (Chakrabarti et al., 2004).

The aim of this study was to determine the role HPV18 E6 isolates
in the modulation of elements involved in the akt/PKB and MAPKs
signaling pathways. It was found that E6 variants differentially
modulate hDIg degradation, rebounding in levels of pPTEN and
activated PKB. HPV18 E6 variants were also able to upregulate
activated PI3K protein, strongly correlating with activated MAPKs
and cell proliferation. Results suggest that functional differences
within HPV18 variants may be also due to a differential ability to
activate cell-signaling pathways such as Akt/PKB and MAPKs, which
are directly involved in cell survival and proliferation.

Results
PTEN promoter methylation status in cervical cell lines

PTEN is a negative Akt/PKB pathway regulator. It has been
proposed that PTEN promoter activity may be regulated by epigenetic
mechanisms, because methylated PTEN has been detected in cervical
cancers (Cheung et al., 2004; Yang et al., 2006). A controversy exists
concerning such methylation. Zysman et al. (2002) reported that
certain primers could be detecting PTEN pseudogenes rather than
PTEN promoter. Therefore, in order to determine PTEN methylation
status in several cell lines, including cervical cancer, we used specific
primers that amplify PTEN promoter 5’ region, that discriminate
between PTEN and the pseudogene (Zysman et al., 2002). PTEN

promoter methylation was not detected in MCF-7, Caski, HeLa, and
SiHa cell lines (Fig. 1a), while a proportion of methylated PTEN can be
observed in DNA from normal lymphocyte, increasing in DNA
methylated in vitro. Moreover, when the same cells were treated
with the DNA demethylating agent 5-Aza-2’-deoxycytidine, no
significant changes in PTEN protein levels were found (data not
shown), discarding that methylation of other regions of PTEN
promoter could be regulating PTEN expression.

E6 modulates PTEN activity through interaction with hDIlg

Other mechanisms, such as PTEN stabilization by hDlg, may be
involved in PTEN regulation, as occurs with other MAGUK family
members (Adey et al., 2000; Valiente et al., 2005). Because it is known
that E6 from HPV18 binds with high affinity to hDIg, promoting its
degradation, we determined whether PTEN protein levels were
modified within the E6-variant context. No differences in PTEN
steady-state levels were observed in the presence of the distinct E6
variants (Fig. 1b). Nevertheless, different activated PTEN (pPTEN)
levels appeared within E6 transfected cells. The results clearly show
highly phosphorylated PTEN levels in cells lacking E6, whereas in cells
harboring AsAi- and E-E6 variants no visible pPTEN were observed
(Fig. 1b), while cells with the African E6 isolate presented a reduction
in pPTEN over basal levels. To verify if changes in pPTEN levels could
be due to differences in E6 expression, RT-PCR of E6 expression
analysis in transfected cells was performed. This analysis showed
similar transcriptional patterns as those previously reported for the
same variants (De la Cruz et al., 2005), where cells with E6 African
variant had a minor proportion of full-length E6 in relation to the

Fig. 2. HPV18 E6 variants promote hDIg degradation. Western blot analysis with anti-
hDIlg antibody shows different amounts of hDIg total protein in MCF7 cells (a), or C33
cells (b) transfected with the E6 isolates (Af, E, or AsAi). Anti-actin antibody was used as
protein-loading control.
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splicing product E6*1 (data not shown). In contrast, cells with E and
AsAi-E6 showed a higher proportion of full-length E6. Therefore,
when no pPTEN is found, a higher proportion of the full-length E6
transcript is present.

Because a direct interaction between E6 and PTEN has not been
demonstrated, to date, the previously cited observations could be the
result of differences in hDIg protein levels. Thus, we analyzed hDIg
protein steady-state levels in the presence of the different E6 variants.
Examination of E6 variant-transfected MCF-7 and C33A cell lines by
Western blot showed that control cells maintained higher hDIg levels,
than cells harboring the different E6 isolates, which suggests efficient
hDIlg-degradation promotion by E6 in both cell lines (Figs. 2a and b).
Nonetheless, reduction in hDIg levels is higher in AsAi and E-E6
harboring cells, than in cells with the African E6. hDIg levels directly
correlated with the proportion of activated PTEN. A decline in pPTEN
took place in Asian-Amerindian or European E6-containing MCF-7
cells (Fig. 1b) as well as in C33A cells containing the same E6 variants
(not shown), which could be a consequence of the lower hDIg levels
observed in these cell clones (Figs. 2a and b).

hDIg and PTEN interaction has already been demonstrated (Adey
et al,, 2000), hence, we continued to verify whether this interaction
occurred in our system. Immunoprecipitation confirmed in vivo PTEN
and hDIg interaction. A relative minor hDIg/PTEN amount was
observed in cells with AsAi-E6 (Fig. 3). This difference could be due
to the smaller amount of hDIg present in these cells, compared with
cells with E6-Af or without E6 (Figs. 1b and 2a).

E6 affects the Akt/PKB pathway through PTEN and PI3K modulation

Because PTEN is a negative regulator of the Akt/PKB pathway, we
proceeded to determine whether differences observed in PTEN
phosphorylation within E6 transfected cells could affect phosphory-
lated Akt/PKB levels. Analysis with the antibody recognizing p-Akt1/2/
3(Ser 473) isoforms, showed that while Akt/PKB cellular levels
remained constant, phosphorylated Akt/PKB (pPKB) was increased
in E6-harboring cells (Fig. 4a). Significant differences were found in
AsAi and E-E6-harboring cells, as compared with control cells (Fig. 4b).
Lower pPKB levels were observed for the E6 African isolate,
concordant with a detectable amount of pPTEN also observed in
these cells.

Because the main positive Akt/PKB is PI3K regulator, we also
analyzed phosphorylated PI3K levels. As shown in Fig. 4c, PI3K steady-
state levels are maintained constant among transfected cells. Mean-
while, the PI3K phosphorylated form (pPI3K) is evidently increased in
Asian Amerindian and European E6-containing cells, in contrast with
cells with the empty pcDNA vector or the African E6, in which PI3K
activation appears not to occur.

PI3K participates in biological processes such as chemotaxis and
cellular proliferation (Graness et al., 1998). An association between
PI3K and MAPKs activation has also been reported (Chai et al., 2007;
Wells et al., 2007). Therefore, we analyzed whether differences in
pPI3K observed within E6 transfected cells, could vary MAPK down-

Fig. 3. PTEN and hDIg interaction. Western blot analysis of cellular immunoprecipitates
from MCF-7 cells lines transfected with pcDNA vector alone, AsAi-, or Af-E6. Lysed
extracts were immunoprecipitated with anti-PTEN antibodies, anti-hDlg, antibodies, or
preimmunserum of sheep. Complexes were analyzed in Western blot with anti-hDIg or
anti-PTEN antibodies.

Fig. 4. (a) HPV18 E6 variants modulate differentially PI3K/Akt pathway. A) PKB levels
were compared within MCF-7 cells and those transfected with the HPV18 E6 isolates
(Af, E, and AsAi), or the pcDNA vector. Upper panel shows equivalent quantities of total
PKB protein within all cells analyzed by Western blot; Middle panel shows an increase
in pPKB (anti-p-Akt1/2/3(Ser 473) in E6 variants-harboring cells. Lower panel: anti-
actin as loading control. (b) Densitometric analysis of previously mentioned data. A
graph with mean+SD of three independent western blot experiments was drawn by
measuring the band intensities with NIH IMAGEN version 1.62. Results are expressed as
a percentage of increase above control cells (MCF-7 cells), in which the asterisk (*)
indicates significant differences related to cells containing pcDNA vector (p<0.001
Student's t-test). (c) Western blot analysis of PI3K expression. Upper panel shows
homogeneous levels of PI3K total protein (anti- PI3-kinase p110) in tested cell lines.
Middle panel confirms presence active PI3K (anti-p-PI3K p85«) in E- and AsAi-E6
containing cells.

stream targets. As depicted in Fig. 53, we demonstrated that AsAi and
E-E6-transfected cells clearly presented an increase in p44 (pERK2)
and p42 (pERK-1) levels, which were related to pPI3K levels (Fig. 4c).

Finally, we investigated whether differential PI3K and MAPKs
activation could be related to proliferative rates. Significant prolifera-
tion rate differences within E6 variants-transfected cells could be
observed (Fig. 5b). Proliferation rate (evaluated as number of cells in S
phase) was higher in cells harboring the different E6 variants than in
cells without E6 (p<0.05). Significant differences were also observed
between cells with Af-E6 and cells with European or AsAi-E6 variants
(p<0.05) (Table1). Cells with the Af-E6 variant, presented the lowest
proliferation rate (25.1+5.89% of cells in S phase) within E6 containing
cells, while cells with AsAi- and E-E6 had higher proliferation rates
(83.8 9+£12.3% and 69%+10.46% of cells in S phase, respectively), in
which elevated pPI3K and activated MAPKs levels were also found
(Figs. 4c and 5a).

HPV18-E6 activates akt/PKB through its effect on hDIg

To confirm the contribution of E6 in the analyzed pathways, HPV18
E6 depletion was induced through small interfering RNA (siRNA) in
HPV18 genome-containing HeLa cervical cancer cell line. The effect of
E6 siRNAs on endogenous E6 mRNA expression was tested through a
semiquantitative Reverse transcription (RT)-Polymerase chain
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Fig. 5. (a) HPV18 E6 variants differentially modulate the MAPKs pathway. Levels of activated MAPKs (pERK1 and pERK2) were determined in MCF7 E6 transfected cells in Western
blot. Lower panel shows immunoblots of the same membranes with anti-actin antibodies as protein-loading control. (b) A significant increase in proliferation rate is induced by Asian
Amerindian and European E6. Representative histograms of DNA content show the effect on cell cycle distribution of E6 variant transfection (AsAi, E and Af), 48 h after cell cycle

arrest. Arrows indicate S phase of the cell cycle.

reaction (PCR) method. We found that 18E6 siRNA specifically
downregulated E6-encoding mRNA in HPV18-positive cells, while
the 16 E6 siRNA had no effect on E6 expression (Fig. 6a). 18E6 siRNA
decreased E6 mRNA levels in >70%. Next, we determined whether E6
depletion modified PKB and MAPKs pathways. The keratinocyte-
immortalized cell line HaCaT was used as control in Western blot assay
because it demonstrated high levels of the tested proteins. Fig. 6b
shows that while both hDIg and pPTEN are maintained at low levels in
HeLa untreated cells, 18E6 siRNA transfected cells restore hDlg and

Table 1

Cell Cycle analysis of MCF-7 E6 transfected cells

E6 content GO/G1 S G2/M
MCF-7 pcDNA 63.14 12.56+2.7 24.29
MCF-7 Af 53.54+10.2 25.1+5.89*% 21.36+2.8
MCF-7 E 23+31 69+10.46% ** 7.9+0.5
MCF-7 AsAi 12.31+2.1 83.89+12.3% ** 3.8+0.1

Percentage of cells in each phase of the cell cycle of MCF7 transfected with AsAi-, E-, or
Af-E6. Data are shown as means=SE of 3 experiments per transfection.

* P<0.05 (Student's t-test) as compared with MCF7-pcDNA.
** P<0.05 (Student's t-test) as compared with MCF7-Af.

activated PTEN proteins. In contrast, pPKB and ERKs (p42 and p44),
which are highly expressed in HeLa untreated cells, were reduced in
18E6 siRNA transfected cells. These data directly correlate with our
findings in E6 transfected cells. To evaluate the possible contribution
hDIg on the regulation of these pathways by E6, impact on hDIg
silencing on MCF7 cell line was evaluated through siRNA. The outcome
of hDIg siRNA on endogenous hDIg expression was tested through the
analysis of protein levels. Fig. 6¢ shows that hDIg-siRNA transfection
clearly decreased hDIg levels in MCF-7 cells, with the consequence of a
reduction of pPTEN and an increment in pPKB. These data suggest that
the function of E6 on akt/PKB pathway modulation may be due, al least
in part, to its ability to decrease the amount of hDlg.

Discussion

Akt/PKB comprises a cardinal node in diverse signaling cascades,
participating in normal cellular physiology, as well as in various
disease states including cancer. Different oncoproteins and tumor
suppressors intersect in the Akt/PKB pathway (Knobbe and Reifen-
berger, 2003). PTEN, a tumor suppressor gene, is a critical controller of
this pathway.
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Fig. 6. Effect of HPV18 E6 siRNA in HeLa Cells. (a) mRNA E6 expression is downregulated
by HPV18 E6-siRNAs. HeLa cells were transfected with the indicated siRNA. After 2 days
of incubation, RNA was extracted and reverse-transcribed. cDNA samples were
subjected to PCR. As positive control, HeLa DNA was PCR amplified; negative control
is the PCR mixture without DNA. Intensities of E6 bands from E6 siRNA-treated cells
were normalized to the 3-actin band. (b) Impact of E6 silencing on PKB and MAPKs
signaling pathways. Cell lysates of HPV18 E6-siRNA treated and untreated cells were
separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose membrane. Western blots
demonstrate that E6 silencing augments hDIg and phosphorylated PTEN in HeLa cells,
while pPKB and pMAPKs levels are reduced. (c¢) Impact of hDlg silencing on PKB
signaling pathway in MCF-7 cells. Western blots show that hDIg-siRNA transfection
unambiguously reduces hDIg protein levels decreasing pPTEN; contrarily, pPKB is
increased. Data is compared with MCF-7 cells transfected with AsAi-E6.

Although no PTEN mutations have been reported in cervical cancer,
in some cases a downregulation has been observed in PTEN protein
(Cheung et al., 2004; Tashiro et al., 1997). Some authors have explained
this as a possible consequence of PTEN promoter methylation (Cheung
etal.,, 2004). It was previously demonstrated that certain PTEN directed
primers were also capable of amplifying pseudogenes (Zysman et al.,
2002), with the possible consequence of overestimation of PTEN
methylation. In this study, through the use of PTEN specific primers
that amplify a region specific to PTEN promoter that is not homologous
to the pseudogene, the absence of PTEN methylation in HPV genome-
containing cervical cell lines was demonstrated. Furthermore, no
differences in PTEN protein expression were found between cells
treated and untreated with the DNA demethylating agent 5-Aza-2’-
deoxycytidine, discarding regulation by methylation of other regions
of PTEN promoter. This suggests that promoter methylation may be not
a main PTEN-regulating mechanism in cervical cancer.

It has been proposed that high risk HPV E6 and E7 proteins
contribute to Akt/PKB pathway activation, although a clear mechan-
ism has not been elucidated (Pim et al., 2005). In this work, we
proposed that one way in which E6 could regulate this pathway is
through modulating PTEN, by means of its interaction with hDIg.

It is known that hDIg can bind PTEN (Adey et al., 2000); therefore,
as a MAGUK family member hDIg could also be acting as a scaffold
protein, stabilizing and promoting PTEN activation. In this study we

found a clear influence of E6 on activated PTEN levels, correlating with
the proportion of hDIg protein observed in HPV18 E6 transfected cells.
Higher amounts of hDIg and activated PTEN were observed in African
E6 variant-harboring cells, compared with cells with AsAi or E-E6. This
finding may be attributed to a lower amount of functional E6 protein
present in cells with Af-E6. De la Cruz et al. (2005) reported that
differences in E6 levels could be due to the presence of distinct
proportions of splicing products; describing a higher proportion of
E6*I splicing product, compared with full-length E6 transcript, in
African E6-transfected cells. Similar E6 transcriptional patterns were
confirmed in this work. It is noteworthy that E6*I spliced product
would generate a shortened protein without the original PDZ binding
domains, necessary for hDIg binding. Therefore the data obtained,
regarding differences observed within variants particularly E6-Af,
may be explained by a diminished proportion of full-length E6 protein
or else by different interactions of Af-E6 protein,

A role of HPV18 E7 protein in Akt/PKB pathway activation has been
proposed and is explained through a direct PP2A phosphatase inhibition
(Pim et al., 2005). Nevertheless, a link between E6 and this pathway has
not been described to date. This work shows that E6 effect on PTEN
activation can reflect a direct outcome on Akt/PKB. Results show that
while E6 variants did not affect total PKB levels, an increment in its
phosphorylated form was observed in E6-harboring cells, compared to
cells without E6. Moreover, slight differences are appreciated within
variants, in which AsAi-E6 containing cells appear to present a higher
amount of pPKB, followed by cells with the E isolate, with a lesser
amount in Af-E6 containing cells. These findings correlate with the
distinct proportions observed of phosphorylated PTEN. Thus, it is
possible that E6 effect on Akt/PKB is due in part to its effect on hDIg.

PI3K reverses PTEN process, generating inositol phospholipids that
trigger Akt/PKB phosphorylation. In cervical cancer, enhanced PI3K
activation has been reported (Bertelsen et al., 2006). Nair et al. (2003)
recognized that PI3K may possess a key role in transformation of HPV-
infected cells, proposing that HPV16 E6 and E7 could be cooperating
with PI3K for cell transformation, through the Notch-1 pathway
activation. However, there are no previous evidences relating a
straight E6 effect on PI3K activity. The results obtained in this work
show that cells with E and AsAi-E6 variants presented a substantial
increase in pPI3K. No effect on this enzyme was observed in cells with
Af-E6, which may be the result of a minimal amount of E6 protein, or
that amino acid variations contained in such an E6-variant, render it
deficient for such activation. Therefore, we suggest that E6 is not only
capable of modulating Akt/PKB through PTEN regulation, but that it
may also exert an influence through PI3K activation. However, it is not
clear which E6 mechanism could be acting on PI3K regulation.

With the large increase in pPI3K, together with the absence of
activated PTEN occurring in cells with E and AsAi-E6, a higher
proportion of activated PKB than the one observed in our system was
expected. The answer to this query may be found in that the
proportion of pPKB may be a result not only of activating kinases
(PDK1, PDK2), but also of inactivating phosphatases (PP2A, STAT3)
(Pim et al., 2005; Sun and Steinberg, 2002) that may be modulating
the final proportion of activated pPKB.

It is widely known that a main target of PI3K is PKB. Nevertheless,
PI3K may also activate other pathways independently. ERKs are the
most importantly characterized MAPKs proteins in cell proliferation
(Jorda et al.,, 2007). It has been shown that PI3K pathway disturbances
block MAPK activation, suggesting a role for PI3K in MAPK function
(Chai et al., 2007; Kranenburg et al., 1997; Roymans and Slegers, 2001;
Wennstrom and Downward, 1999).

A link between HPV16 E6 and an increase in the activity of MAP
kinases, specifically ERK1 and ERK2, has been previously established,
with a differential effect for E6 variants (Chakrabarti et al., 2004). Such
an E6 outcome was explained by means a Ras independent effect,
involving Rap-1. Data presented here support an effect of HPV18 E6 on
MAPKSs that in contrast, may be due to PI3K modulation. In this work,
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we specifically observed pERK1(p42) and pERK2 (p44) upregulation in
the presence of AsAi-E6 and E-E6, possibly owing to PI3K activation.
Notwithstanding this, the participation of another pathway such as
that proposed by Chakarabarti et al., (2004), is not discarded.

Even at the lowest rate, cells with Af-E6 showed an increment in
proliferation above control cells. In these cells, no differences in
PMAPKSs or pPI3K levels were observed; therefore, while MAPKs may
be participating in the observed increase in proliferation, other
proliferative pathways may be affected by E6.

It is known that all HPV types are able to induce hyperproliferative
lesions. This effect has been attributed to E6 and E7 proteins.
Evidences that support a main role of E6 in cell proliferation highlights
the effect of this protein on p53 degradation. Nevertheless, E6 is able
to bind to a variety of proteins critical in cell cycle regulation,
independently of p53, causing a shortening in G1 phase. For instance,
it has been reported that E6 is able to release E2F1 due to the
induction of pRB phosphorylation, inducing an increase in DNA
synthesis (Malanchi et al., 2004). On the other hand, hDIg can form a
complex with the adenomatous polyposis coli (APC) suppressor
protein that stops cells in G1 (Ishidate et al., 2000). This checkpoint
can be eliminated when E6 targets hDIg for its degradation. It is now
shown that E6 also promotes a downregulation of PTEN activity,
whose role is critical in controlling important proliferative pathways.
In addition, we demonstrate that some HPV18 E6 variants can
upregulate PI3K activity, which correlates with differences found in
activated MAP kinases. Thus, the observed proliferative rates may be
the result of several converging E6-altered pathways.

Correlations found in this work were confirmed through E6
silencing in HeLa cells. 18E6-siRNA treated Hela cells, containing
HPV18 genome, increased phosphorylated hDIg and pPTEN levels, at
the same time as pPKB and activated MAPKs decreased. This result
confirms the specific participation of E6 in modulating such pathways.
Furthermore, siRNA-hDIg silencing in MCF-7 cell line resulted also in a
decline of pPTEN and an increase pPKB, so is highly suggestive that E6
is modulating such pathways in part by its interaction with hDlg

Differential regulation of members involved in Akt/PKB and MAPKs
pathways due to HPV18E6 isolates, was found in this work. We now
propose that hDIg interaction with E6 plays an important role in
proliferative and survival pathway modulation. Future efforts should
be carried out in order to establish variant oncoprotein dynamics with
cellular proteins involved in other biological effects, including
apoptosis. These data add to evidences disclosing that HPV intra-
type variations can rebound in viral biological behavior.

Materials and methods
Cell cultures and transfection

C33A, and MCF-7 cell lines were grown in Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM-F12, GIBCO-BRL) supplemented with 8% fetal
bovine serum (FBS). Stable transfections were carried out in MCF-7
and C33A cell lines with 4 pg DNA from either vector alone (pcDNA3.1)
or vectors harboring E6 variant genes from African (Af), European (E)
and Asian Amerindian (AsAi) HPV18 isolates (De la Cruz et al., 2005).
For stable selection, cells were treated 24 h after transfection with
0.8 mg ml™! of G418 in DMEM-F12 for 3 weeks to initiate analysis and
resistant clones were cultured permanently with G418. E6 integrity
and expression was analyzed in stable transfected cells by PCR
amplification, sequencing, and RT-PCR.

Methylation-specific polymerase chain reaction (MSP)

The methylation status of PTEN promoter was determined in MCF-
7 Caski, HeLa and SiHa cell lines, by DNA bisulfite modification
followed by methylation-specific PCR, as previously described by
Herman et al. (1996). Briefly, 1 ug of DNA in 100 pl of each sample was

denatured with freshly prepared NaOH at a final concentration of
0.2 M for 20 min at 42 °C. Freshly prepared 10 mM hydroquinone
(Sigma) and 520 pl of 3 mM sodium bisulfite at pH=5 (Sigma), were
both added and mixed. The sample was incubated at 55 °C for 16 h.
Modified DNA was purified using Wizard DNA purification resin
according to manufacturer (Promega) instructions and eluted in 50 pl
of water. Modification was completed by NaOH treatment (final
concentration 0.3 mM) for 10 min at room temperature, followed by
ethanol precipitation. DNA was resuspended in water and used
immediately or stored at -20 °C.

Bisulfite modified DNA (100 ng) was PCR-amplified with the
following gene-specific primers (Zysman et al., 2002): Methylated
PTEN promoter: 5'-TTTTTTCGGTTTTTCGAGGC-3’ (sense), 5’-
CAATCGCGTCCCAACGCCG-3’ (antisense); unmethylated PTEN Promo-
ter: 5’TTTTGAGGTGTTTGGGTTTTTGGT3’ (sense), 5’CACAATCACATCC-
CAACACCA 3’ (antisense).

The PCR amplification mixture contained 1x PCR buffer, dNTPs at
1.28 mmol each: primers (10 pmol Invitrogen), TagGold polymerase
(1 U; Applied Biosystems), and bisulfite-modified DNA (100 ng) or
unmodified DNA (100 ng) in a final volume of 20 pl. DNA was amplified
with the following steps for both amplification reactions: an initial
10 min denaturation at 94 °C, followed by 35 cycles of 94 °C for 30 s,
59 °Cfor 305, and 72 °C for 35 s, and a final elongation step of 7 min at
72 °C. Products were visualized in 2% agarose gel under Ultraviolet
(UV) light. A gene was expected to be methylated whenever a band
was present after amplification with the methylated set of primers, or
with both methylated and unmethylated set of primers. Contrariwise,
a gene was deemed unmethylated when a band was present after
amplification with the unmethylated set in the absence of a band with
the methylated set.

Influence of methylation in PTEN expression was analyzed by cell
treatment with 0.75 puM of the methylation inhibitor 5-Aza-2’-
deoxycytidine for 48 h. Treated and untreated cell lysates were
analyzed by western blot with specific anti-PTEN antibodies.

Western blot analysis

Total cellular proteins were extracted from transfected cells
harvested from 75 cm? flask. Cell proteins from C33A and MCF-7
cell lines were extracted with 300 pl of RIPA lysis buffer [100 mM tris
pH 8, 50 mM Nacl, 0.5% Nonidet P-40, 1% aprotinin, and 1 mM PMSF
(Sigma)]. Proteins were boiled for 5 min in sample buffer [125 mM
Tris/HCl pH 6.8, 1% SDS, 2%-mercaptoethanol and 0.01% bromophenol
blue], and then 40 pg of cell lysates were loaded onto SDS-PAGE gels
(8-12%). After electrophoresis, proteins were transferred onto
Hybond-C nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences) in a
wet chamber for 1 h at 100 V. Membranes were then blocked with 1x
TBS (1% skimmed milk and 0.1% Tween 20), followed by incubation
with the respective primary antibody [hDIg, PTEN, pPTEN, PI3K, pPI3K,
Akt/PKB, pAkt, Actin, ERK1/2 and pERKs (Santa Cruz Biotechnology,CA.
USA)]. Membranes were incubated with Horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody and the levels of the corresponding
proteins were visualized utilizing the ECL system (Amersham,
Biosciences). Western blots were performed three times each to
assure result reproducibility. Next, denstitometric analysis of Western
blots was carried out with NIH IMAGEN version 1.62. Means +standard
deviation (SD) are shown.

Immunoprecipitation

MCF-7 cells transfected with E6 expression vector or the vector
alone, were washed twice with ice-cold PBS and lysed with RIPA cold
buffer (containing protease inhibitors). Afterwards, the supernatant
was precleaned with anti-mouse IgG/agarose for 2 h (Santa Cruz
Biotechnology, CA. USA). Anti-PTEN antibodies, anti-hDIg antibodies
or anti-sheep control antibodies were incubated for 2 h at 4 °C with
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Protein G-Agarose beds (Santa Cruz Biotechnology, CA. USA). 100 pl of
cell lysates (500 pg/ml) were incubated with, the antibody mixtures
overnight at 4 °C. The immunoprecipitates were washed twice with
lysis buffer, resuspended in Laemmli sample buffer, and submitted to
Western blot with anti-hDlg or PTEN antibodies.

Flow cytometer

For cell cycle arrest, cells were grown in minimum essential
medium (DMEM) plus fetal calf serum at a final concentration of 2%
(400%x10> cells/well in a 6-well plate) for 12 h. After adding fresh
medium with 10% SBF, the analysis was performed 48 h later. Cells
were harvested by trypsinization and fixed in 70% ethanol overnight.
Cells were then stained with 10 mg/ml propidium iodide (PI) for 1 h
and analyzed for DNA content on a FACScan flow cytometer (Calibur
Beckton Dickinson). Debris and aggregates were gated out during data
acquisition, and 10,000 gated events were collected for each sample.
Cell cycle analyses were performed for duplicate samples employing
Cell QUEST software (Tree Star, Inc.). Results are expressed in
percentage of cells in S-phase.

E6 and hDlg SiRNA synthesis

The following desalted oligonucleotide were purchased from
Invitrogen: HPV-18 E6 antisense 5-GAG GTA TTT GAA TTT GCA TTT
CCT GTCTC-3’; sense 5’- ATG CAA ATT CAA ATA CCT CTT CCT GTC TC-3’
as reported by Yamato et al. (2006); and HPV-16 E6 antisense 5'-GAA
TGT GTG TAC TGC AAG CTT CCT GTC TC-3; sense 5'-GCT TGC AGT ACA
CAC ATT CTT CCT GTC TC-3’ (Jeong et al., 2007). hDIg antisense 5’ -
AAATTCTCA ATC TCT GAT AAG CCT GTCTC- 3’; sense 5’- AACTTATCA
GAG ATT GAG AAT CCT GTC TC-3'.(Laprise et al., 2004). Oligonucleo-
tide-directed production of small RNA transcripts with T7 RNA
polymerase has been previously described (Donzé and Picard, 2002).
For each transcription reaction, 10 mmol template oligonucleotide was
hybridized to the T7 promoter primer in DNA hybridization buffer, the
mixture was incubated at 70 °C for 5 min. The template was filled in
with Exo-Klenow (Ambion Inc, The RNA Company) in a 20 pl reaction
mixture and incubated at 37 °C for 30 min. For each siRNA template,
two independent reactions were carried out to synthesize sense and
antisense RNA strands. Independently synthesized sense and anti-
sense transcription reactions were mixed together in a single tube and
followed by incubation at 37 °C overnight. The resulting dsRNA carried
5’ overhanging leader sequences that required removal prior to
transfection, with a single-strand specific ribonuclease.

SiRNA transfections

1x10° Hela cells were transfected with 100 nM of each siRNA
(HPV-18 or HPV16-E6). Transfections were performed in 3 cm
diameter dishes with Lipofectamine Plus (Gibco-BRL) according to
manufacturer instructions. After 48 h of transfection, cells were
processed to obtain RNA or protein. E6 transcript Integrity was tested
by RT-PCR amplification. The same protocol was followed for hDIg
siRNA transfection in MCF7 cell line save for using 150 nM of the
respective siRNA.

RNA extraction and expression analysis

Total RNA was obtained from transfected cells by using TRIzol
(Invitrogen Life Technologies) according to manufacturer's instruc-
tions. Samples were treated with 1 U DNase I (Gibco-BRL). The
amount of RNA was determined by UV spectrophotometry and
quality was assessed in 2% agarose gels. For cDNA preparation, 2 ug
total RNA was reverse-transcribed with random hexamers utilizing
the Gene-Amp RNA PCR Kit system for RT-PCR (Applied Biosystems,
ROCHE).

Statistical analysis

Data showing the effects of E6 variation of HPV18 in cell
proliferation were expressed as means+SD, and significant differences
were determined using Student's t-test.
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