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RESUMEN

La B-catenina es una proteina con actividad doble dentro de las células, participa en las unio-
nes adherentes junto con la E-cadherina, y forma parte de la via candnica de Wnt como factor
de transcripcién mediando la diferenciacion y proliferacion celular. Es en este Gltimo proceso
en donde aumenta su importancia, principalmente como causa posible de la génesis de tumo-
res y la progresion a cancer, ademas de que se ha visto particularmente activa en cancer colo-
rectal. Por otro lado, B-catenina también se ha visto alterada en muestras de pacientes con
lesiones intraepiteliales de cérvix y/o cancer cérvico-uterino. Cancer que a nivel nacional tiene
alta prevalencia y a nivel mundial es el cuarto cancer méas comin en mujeres; adicional a esto,
se sabe que gran parte de los casos reportados es debido a la infeccion persistente del virus del
papiloma humano. Por todo lo anterior, en este trabajo se buscd determinar si B-catenina se
veia afectada en localizacion y/o abundancia por efecto del virus del papiloma humano,

especificamente de la expresion del gen E5 del tipo 16.

Se encontrd que la presencia del gen viral no causaba una translocacion de B-catenina hacia el
nucleo donde se presumia su presencia para su actividad intrinseca transcripcional. Por otro
lado, E5 provoc6 un aumento de la proteina y su acumulacién en citoplasma, pudiendo afectar
al proteosoma encargado de la degradacion de B-catenina, o alterando el movimiento de la
misma a través del citoplasma después de su sintesis. Ahora bien, el hecho de mejorar la
técnica para observar a B-catenina en células con caracteristicas de troncalidad, abre la posi-
bilidad de fijar nuevos y mejores objetivos con el fin de saber qué efecto tiene E5, especi-

ficamente en esta subpoblacion de queratinoctios humanos.



INTRODUCCION

Generalidades del cancer cérvico-uterino

El cancer cérvico-uterino (CaCU), cancer cervical o cancer de cervix es una anomalia caracte-
rizada por el crecimiento descontrolado del tejido epitelial del cérvix o cuello uterino, especi-
ficamente de las células escamosas o glandulares, denominado carcinoma y adenocarcinoma,
respectivamente. Mientras que el carcinoma se origina en la superficie del ectocérvix, el
adenocarcinoma aparece en las capas mas internas del Utero, en las glandulas productoras de
moco del endocérvix (Jusman, Ng; et al., 2014). EI CaCU se origina a partir de células nor-
males, produciendo una displasia o células precancerosas en un periodo de hasta 2 a 3 déca-
das, pero en ocasiones demora menos de 120 meses (Ault, 2006), lo que da pie a pensar que su
causa es multifactorial. De hecho, el desarrollo de cancer se ha asociado con el tabaquismo y
algunas infecciones por Herpes Virus Simple y/o Chlamydia trachomatis, las cuales provocan

la persistencia del agente causal del CaCU (Ault, 2006).

En primera instancia, la displasia no se establece como células malignas, sino que se conoce
como neoplasia intraepitelial cervical (CIN, por sus siglas en inglés). La Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) estableci6 un sistema para la clasificacion de las neoplasias cervicales:
CIN de grado 1, 2 y 3. Ademas, el sistema Bethesda se introdujo (desde 1988) para simplificar
la clasificacion: lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) que incluyen a las
CIN 1, y lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) que comprenden a las CIN 2
y CIN 3 (Jusman; et al., 2014). Se ha descrito que dos tercios de las lesiones CIN 1, la mitad
de CIN 2 y un tercio de CIN 3 pueden regresar a la normalidad, y sélo una pequefia porcién
progresa a cancer (Cronje, 2005). A pesar de esta afirmacion, hoy en dia el CaCU es causa de
mortalidad elevada, lo que debe una atencion especial, si bien no sélo en cuanto al tratamiento
y diagnostico que llegan a ser muy invasivos 0 agresivos, sino también con un enfoque en la

prevencion.



Epidemiologia del cancer cérvico-uterino

Actualmente, el CaCU es el cuarto cancer mas comun en todo el mundo con 528 mil nuevos
casos al afo y 266 000 muertes estimadas en el 2012 (IARC, Septiembre 2015). EI 85% de los
casos se presenta en paises de medianos y bajos recursos. Ademas, es la cuarta causa de
muerte solo por debajo de cancer de mama, pulmoén y colorectal (Tornesello, Buonaguro; et
al., 2013). En los paises en vias de desarrollo, el 1.9% de las mujeres padecen CaCU y el 1.1%
muere a causa del mismo antes de los 75 afios. Mientras que en paises desarrollados la
incidencia y la mortalidad son 2 a 3 veces menores: 0.9% y 0.3%, respectivamente.

Esto debido al éxito en los programas de chequeo citologicos (prueba de Papanicolaou)
(Arbyn, Castellsague; et al., 2011). Para ejemplificar, en Suecia, el 80 % de las mujeres se
monitorean con regularidad, mientras que en Sudafrica menos del 1 % de las mujeres acude a

un chequeo citoldgico desde gue éste se implemento en la década de los 80°s (Cronje, 2005).

Hoy en dia, el CaCU es el segundo tipo de patologia tumorigénica mas comun en mujeres. Tan
solo en 2008, se estimd una tasa de incidencia de 15 mujeres por cada 100 000, es decir que
530 000 mujeres desarrollaron CaCU. Mientras que la tasa de mortalidad fue de 8 defunciones
por cada 100 000 mujeres, es decir, 275 000 muertes a causa del cancer cervical (Arbyn; et al.,
2011). EI mismo afio, tan s6lo en México se diagnosticaron 13 939 nuevos casos; a pesar de
que es muy bien conocida la etiologia de la neoplasia; las medidas preventivas, el diagndstico
y mejoras en los tratamientos atn son precarias, por lo que la incidencia y la mortalidad del
CaCU han aumentado en las Gltimas décadas, y esto es debido al limitado acceso que se tiene
al servicio médico especialmente en regiones rurales (Ortega-Cervantes, Rojas-Garcia; et al.,

2013).

Por otro lado, la Secretaria de Salud ha proyectado que para lograr un descenso en la
mortalidad de la enfermedad se requiere una cobertura de al menos 80% en la deteccion,
diagnostico y tratamiento del CaCU, ya que para el 2011 tan sélo se tenia cubierto el 43% de

la poblacion. Por otro lado, se han registrado méas de cuatro mil muertes por afio debidas a este



cancer, numeros muy alarmantes por disminuir (Torres Lobaton, Bustamante Iglesias; et al.,
2013).

El CaCU es causado por el virus del papiloma humano (VPH), aproximadamente ocurren 6.2
millones de infecciones por este virus cada afio, y actualmente existen 20 millones de personas
infectadas tan s6lo en EE.UU. (Ault, 2006). EI VPH se transmite via contacto sexual por lo
que prevalece en la poblacion sexualmente activa. EI Centro de Control de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) en EE.UU. estima que al menos la mitad de los individuos
sexualmente activos estaran en contacto con el virus en algin punto de su vida, por lo que
aproximadamente el 80% de las mujeres se infectaran por VPH para los 50 afios de vida (Ault,
2006).

El VPH también puede causar cancer en vulva y vagina; y sin discriminar género, en hombres
puede provocar cancer de pene. Morales, et. al. (2012) presentaron un estudio reali-zado en
México donde determinaron que la incidencia de VPH en hombres de ciudades rurales era del
15%. Ademas, el VPH es causante de cancer orofaringeo en ambos sexos. Asi mismo, el 90%
de los casos con tumor maligno en cabeza y cuello estan asociados a carcinomas de células
escamosas debido al VPH, principalmente del tipo 16. De hecho, la Agencia Interna-cional
para la Investigacion en Cancer ha reportado, hasta el 2012, que el tipo 16 es respon-sable de
mas de la mitad del cancer cervical (54.4 %), mientras que el tipo 18 solo lo es del 16.6 % a
nivel mundial (Septiembre 2015). En Alemania en 2008, se reportaron 15 583 casos de cancer
en cabeza y cuello y 6 100 pacientes murieron debido a ello. Ademas su prevalencia esta
altamente asociada al consumo de alcohol y nicotina, provocando que el cancer en boca y
labios escale a la posicion 15°, por arriba del carcinoma de laringe (20°) y de orofaringe (22°) a

nivel mundial (Tribius y Hoffmann, 2013).



El cérvix

El utero se divide en 3 partes principales: cuerpo, istmo y cérvix (cuello en latin), este altimo
es la parte mas inferior que conecta al Utero con la vagina. El istmo es la porcion de transicion
entre el endocérvix y el cuerpo; mientras que la parte que conecta con la vagina es denomi-
nada exocérvix (Fig. 1). El cérvix es un canal eliptico que contiene crestas de mucosa longitu-
dinalmente, mide entre 2.5 y 3 cm de longitud y en su diametro interno mide hasta 8 mm en su
parte mas amplia. Este se compone de tejido fibroso, muscular y elastico, recubierto por epite-
lio columnar y escamoso estratificado. El primero se presenta en el endocérvix (canal cervical)
y se conforma por células secretoras de mucina; mientras que el escamoso presenta una zona

basal, intermedia y superficial (Blaustein y Kurman, 2002).

Entre ambos tejidos se encuentra una zona de especial énfasis para comprender la etiologia del
CaCuU: la zona de transformacién o unién escamocolumnar, y como su nombre lo dice, es la
unién entre el epitelio escamoso del exocérvix y el columnar del endocérvix. La zona de trans-
formacion puede variar en forma y tamafio por factores hormonales y fisicos como: edad,
actividad sexual, embarazo, entre otros; lo que es destacable es que se presentan células con
alta capacidad proliferativa (Doorbar, Quint; et al., 2012) debido a que son células del epitelio

columnar que son remplazadas por epitelio escamoso metaplasico (Blaustein; et al., 2002).
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Figura 1. Anatomia del utero.
El utero tiene conexion con la vagina mediante el cérvix o cuello uterino, lugar muy suscep-

tible al desarrollo de CaCU, en especial por el exocérvix, lugar donde se encuentra la zona de

transformacion.



Epitelio escamoso estratificado

El epitelio escamoso estratificado estd comprendido por 3 zonas principales: una zona basal,
zona intermedia y zona superficial. Estas zonas también son caracteristicas de la epidermis, y
dado que el epitelio del cérvix es una estructura multicapa al igual que la epidermis de la piel
(Alberts, Wilson; et al., 2008) se hara referencia a ésta de una forma general para poder
comprender la morfologia del epitelio del cérvix. La epidermis es la barrera méas amplia que
tiene el organismo en defensa a la abrasiones fisicas, quimicas y bioldgicas del ambiente,
ademas, provee un sistema de proteccion a la luz ultra violeta gracias a la pigmentacion. Estas
caracteristicas de la epidermis estan dadas por su organizacién como epitelio escamoso estrati-
ficado, conformado por queratinocitos en diversos estadios de diferenciacion en: capa basal,
espinosa, granular y cérnea (Fig. 2); de ésta ultima las células se desprenden pero son conti-

nuamente remplazadas por las células de las capas interiores (Pasquariello, Oddi; et al., 2009).



Modificada de Pasquariello (2009).
Figura 2. Epitelio escamoso estratificado.
Los diferentes estadios de diferenciacion de los queratinocitos durante su transicion por el
epitelio escamoso estratificado. En la capa basal se muestran células troncales somaticas
(ndcleo incoloro y citoplasma gris claro), células de transicion amplificadas (nucleo incoloro
y citoplasma gris obscuro) y células comprometidas a diferenciacion (nicleo gris y citoplasma

gris intenso).

Capa basal: En esta zona se localizan las células que daran lugar a todos y cada uno de los
estadios diferenciados de las capas superiores, mismas que presentan caracteristicas de células
troncales somaticas (CTS). Su proceso de division puede dar lugar tanto a una célula diferente
(diferenciacion) como a una célula igual (autorenovacion) en caracteristicas bioquimicas y
fisiolégicas. Si bien, estas células presentan baja actividad en el ciclo celular, poseen un gran
potencial proliferativo y por ello son esenciales en la reconstitucion y el mantenimiento del

tejido (Blanpain, Lowry; et al., 2004).



Asi mismo, esta capa es residencia de otro tipo de células que, si bien aln son progenitoras,
disminuye su capacidad proliferativa y de diferen-ciacion, son las células transitoriamente
amplificadas (CTA). Sin embargo, su ciclo celular es rapido para proveer células de
diferenciacion terminal, llamadas células post-mitéticas o comprometidas a diferenciacién
(CCD) (Pasquariello; et al., 2009). Ademas de su ciclo celular, estas células se diferencian en
sus capacidades pluripotenciales y su posible locali-zacién en la capa basal; estas células
también presentan propiedades bioquimicas diferentes (Tabla 1), especialmente en los

marcadores Bi/aePa integrinas y CD71.

Tabla 1. Marcadores de queratinocitos segun su estadio de diferenciacion.

Proteina Descripcion Estadio de diferenciacion
CDh71 Receptor de transferrina CCD/CTA
Corneodesmosina Envuelve la superficie del desmosona Granular

Proteina rica en histidina involucrada en los

: . Granular
filamentos de queratina

Filagrina
Adhesion célula-célula o célula-membrana

Integrina Bi/asPa basal. Uniones adherentes y Células troncal y CTA
hemidesmosomas

Involucrina Componente mayor de la envoltura corneal Espinosa / granular
Queratina 1/10 Filamentos intermedios Suprabasal
Queratina 5/14 Filamentos intermedios Basal

Cataliza la formacion puentes disulfuro en

Sulfhidrilo oxidasa
la envoltura cornea

Granular

[-Defensina 2 Peptido antimicrobiano Granular

Modificada de Pasquariello (2009).

Capa espinosa: Una vez que las células se comprometen a diferenciacion, su maquinaria
bioquimica cambia, disminuyen las integrinas, ademas la matriz extracelular se altera; de tal
forma que son capaces de moverse hacia las capas superiores. Ademas, los desmosomas
(estructuras de adherencia celular) incrementan en nimero provocando que la célula tome una

forma espinosa (o con puas, de ahi el nombre de la capa) (Pasquariello; et al., 2009).



Capa granular: Esta capa se localiza superior a la capa espinosa. Sus células se caracterizan
por la granularidad, la cual puede ser de dos tipos: i) granulos de queratohialina y ii) granulos
o0 cuerpos lamelares, éstos son organelos secretores de fosfolipidos, colesterol, glucosilcera-
mida y diversas proteinas que mantienen la homeostasis de la descamacién y la formacion de
la envoltura corneal. Por otro lado, los granulos de queratohialina estan formados principal-
mente por profilagrina, precursor de la filagrina: proteina que agrega los tonofilamentos de
queratina en microfibras, la cual es el inicio de la transformacion a células cornificadas

(Pasquariello; et al., 2009).

Capa cornea: Conforme los queratinocitos salen a la luz del epitelio entran a una fase inerte
en su metabolismo. Estas células, ahora llamadas corneocitos, pierden organelos citoplasma-
ticos junto con el nucleo. Al final de la diferenciacion, las células son planas y estan muertas,
se unen fijamente con filamentos de queratina a la envoltura corneal. Ademas existen uniones
especiales entre los cornecitos: corneodesmosomas; cuya lisis se lleva a cabo por proteinas
intercelulares de una manera muy controlada, pues de esto depende la descamacion del

epitelio (Pasquariello; et al., 2009).
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Células troncales somaticas

Como ya se menciono6 anteriormente, la epidermis esta constituida por una serie de capas de
queratinocitos anclados a una membrana basal y mediante un proceso de diferenciacion,
pierden este anclaje aproximandose a la luz de la epidermis para descamarse posteriormente.
Este anclaje esta dado por diferentes moléculas como los receptores heterodiméricos que
consisten en una subunidad a y una p. Actualmente, estos receptores se denominan integrinas,
y su funcién principal es mediar las uniones celula-matriz extracelular pero también las unio-
nes intercelulares. a2p1, asP1y aePs son las integrinas mas predominantes. La integrina osf4 se
expresa Unicamente en unas estructuras denominadas hemidesmosomas que anclan a la células
con la membrana basal y se ha demostrado que su expresion disminuye con el transcurso de la
diferenciacion del queratinocito (Kaur y Li, 2000).

Actualmente, se ha descrito que este biomarcador de superficie permite la separacion de CTS
mediante citometria de flujo con una técnica denominada: separacion celular por activacion de
fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés). Anteriormente, se utilizaba la alta expresién de
integrina a.6Ps para separar las células de la capa basal; sin embargo, era insuficiente para
separar CTS y CTA. Li, et. al. (1998) implementaron el uso de un segundo marca-dor: 10G7
(posteriormente denominado CD71), el cual estd relacionado con elevada prolifera-cion,

logrando asi discernir entre ambas subpoblaciones.

Las CTS de queratinocitos representan una minoria de células quiescientes con gran potencial
proliferativo, pero a su vez, ilimitada capacidad de autorenovacion. Estas células poseen tres
caracteristicas esenciales que las separan de las células somaticas diferenciadas:
1. Generar células idénticas manteniendo su capacidad de autorenovacion por
periodos largos.
2. Producir células hijas capaces de diferenciarse con funciones especificas.
3. Responder a controles homeostaticos para autorenovacion y/o progenie dife-

renciada (Lopez, Valdez-Morales; et al., 2013).
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Las células troncales han sido tema de discusién por ser potenciales células blanco del VPH; el
hablar de su mantenimiento y proliferacion también capta la atencion pues se ha propuesto que

la via Wnt es de vital importancia en estos procesos, especialmente el rol de B-catenina.

Ademas, se les ha encontrado relacion con el establecimiento y mantenimiento de las llamadas
células troncales cancerosas (CTC) (Polakis, 2012). Se ha denominado CTC a aquellas células
que, dentro de un tumor dado, tienen la capacidad de iniciar, hacer crecer y provocar recurren-
cia del mismo, dado que poseen las mismas caracteristicas que las CTS, es decir, capacidad de

diferenciacion y de autorenovacion.

Es precisamente en la autorenovacion donde la via Wnt/p-catenina tiene un papel destacable,
ya que como se profundizard més adelante, activa genes como ciclina D1, c-Jun y c-Myc
(Wang, Wu; et al., 2013). Es aqui donde recae la importancia de las células troncales y su
vulnerabilidad a ser transformadas a células troncales cancerosas por acciéon del VPH; proce-

diendo a posible tumorigénesis y finalmente al desarrollo de cancer.
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Virus del papiloma humano

El VPH es un virus pequefio, de entre 50 y 55 nm, perteneciente a la familia papovaviridae.
Este virus contiene un genoma circular de doble hebra de DNA de 8 kilobases (kb), y es un
virus no envuelto con una capside icosaédrica formada por 72 capsomeros, los cuales estan
compuestos por las dos proteinas estructurales L1 y L2. Estas proteinas le confieren tropismo
por células del epitelio de piel y mucosas; asi mismo le dan especificidad entre especies, pues
se conoce que ademas de virus humanos, también existen algunos que infectan gatos, conejos
y primates, cabe mencionar que no se han reportado cruce entre especies (Leto, Santos Junior;

etal., 2011).

Actualmente, se conoce por completo la secuencia nucleotidica de 150 tipos de VPH, y a
razon de analisis bioinformaticos han podido ser identificados y clasificados en 5 géneros:
Alfa-, Beta-, Gama-, Ni- y Mi-papilomavirus (Fig. 3). La mayoria de los incluidos en los
géneros Beta y Gama son capaces de producir infeccion asintomatica solo en individuos
inmunocomprometidos. Algunos virus estan tan bien adaptados al hospedero, que pueden
completar su ciclo replicativo sin causar ninguna enfermedad aparente, y por tanto no causan
una respuesta del sistema inmune. Este es un equilibrio virus-hospedero, que se cree, se ha

desarrollado a lo largo de 350 millones de afios (Doorbar; et al., 2012).

13



Modificada de Doorbar (2012).
Figura 3. Arbol taxondmico del VPH.

A pesar de los 5 géneros de VPH existentes, sélo uno tiene gran importancia en el estudio del

CaCuU: el Alfa, especialmente el alpha-9 VPH-16.

Algunos tipos de VPH pueden causar protuberancias que se relacionan con tumores benignos,
comunmente llamados papilomas o verrugas. Por otro lado, se conoce que 10 especies del
género Alfa pueden ocasionar el desarrollo de Papilomatosis Respiratoria Recurrente (PRR),
que si bien no es frecuente, puede diseminarse por los pulmones y llevar al desarrollo de

cancer en el 5% de los casos (Doorbar; et al., 2012).
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Los papilomavirus Alfa estan divididos en cutaneos y mucosales, estos Ultimos a su vez se
subdividen en alto y bajo riesgo. A pesar de la denominacion “mucosales”, existen algunos que
son capaces de producir lesiones cutaneas especialmente en genitales; sin embargo, no

producen ningun tipo de neoplasia.

Cabe destacar la diferencia entre VPH de alto riesgo (VAR) y VPH de bajo riesgo (VBR),
éstos ultimos son capaces de producir lesiones en piel y mucosas; sin embargo, dichas lesiones
Ilegan a desaparecer con el tiempo. Un ejemplo de VPH de bajo riesgo es los tipos VPH-2 y
VPH-57: causantes de verrugas comunes, mientras que las verrugas planas son producidas por
los tipos VPH-3 y VPH-10 (Doorbar; et al., 2012). Por otro lado, los VAR tienen la habilidad
de persistir en la células hospedera, alterando el metabolismo y llevar a una hiperproliferacién
de las células basales (Doorbar; et al., 2012).

Dicha alteracién se debe a la expresion de varios genes virales, entre ellos: E6 y E7 (que mas
adelante se detallan), los cuales llevan a una acumulacion de dafios genéticos en la célula
hospedadora; ademas, la integracion del genoma viral sucede con una ruptura en el marco de
lectura de la proteina E2, la cual es la responsable de controlar la expresion de los genes
tempranos. Todos ellos son factores acumulativos para la progresién a cancer. Un aspecto
igualmente importante es la afinidad de union con la que E6 y E7 se unen a sus proteinas
diana, en los VAR se unen fuertemente provocando el efecto deseado: degradacion de la
proteina; mientras que en los VBR este efecto final puede no llevarse a cabo (Doorbar; et al.,
2012).

Retomando a los Alfa-papilomavirus, actualmente es el género més estudiado de entre todos
los tipos de papilomavirus, debido a que a éste pertenecen los virus ya designados, por la
Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC), como carcinogenicos: VPH16,
-18, -31, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59 y -66 (Hu, Plafker; et al., 2009). De hecho se ha
comprobado la presencia de alguno de estos virus en 96.6% de muestras de pacientes con
CaCU (Kose y Naki, 2014); con mayor frecuencia detectados los tipos VPH-16 y VPH-18

(Graham, 2010). De hecho, el VPH-16 mantiene una prevalencia del 36.3% en adenocarci-
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noma y 59.3% en carcinoma. Por otro lado, VPH-18 se ha encontrado en mas casos de adeno-
carcinoma: 36.8%, pero con tan sélo el 13.2% en carcinomas (Tornesello; et al., 2013). Por lo
anterior, no debe sorprender la razén del estudio tan escrupuloso de VPH-16 y por ende, electo

para casi todo modelo de estudio.

Ahora bien, la infeccion por VPH-16 puede asociarse clinicamente a cambios en la morfologia
epitelial que sugieren hiperproliferacién. En muchas mujeres, la respuesta inmune se establece
una vez que se tiene contacto con el virus, y después de un periodo de meses o afios resulta
una adecuada eliminacion de éste; sin embargo, la infeccion persistente y las caracteristicas
per se del virus (alto riesgo) son factores determinantes para la progresion a cancer. No obs-
tante, se considera que la carcinogénesis es un evento raro y que depende de muchos factores

(Doorbar; et al., 2012).

El genoma del VPH-16, como se menciond con anterioridad, es circular (Fig. 4) y lo compo-
nen 3 regiones principales (no precisamente en el siguiente orden): i) la regiéon no codificante
0 LCR (por sus siglas en inglés) de 1 kb, que controla la expresion génica; ii) la region de 3 kb
que da lugar a las proteinas estructurales (L1 y L2), y por Gltimo, y quizas la mas importante,
iii) la region de 4 kb, que da lugar a las proteinas que ejercen un papel importante en la
replicacion viral (E1 y E2) y la transformacion celular (E5, E6 y E7) (Rampias, Sasaki; et al.,
2014).
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Modificada de Doorbar (2012).
Figura 4. Genoma del VPH-16.

Consta de 8 genes que dan lugar a 8 proteinas del mismo nombre: E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1
y L2; asi mismo, presenta la LCR que contiene sitios de unién para E2, la principal proteina
reguladora de la transcripcién; y para SP1, y una caja TATA. También se indican el promotor

temprano (PTemp) y el promotor tardio (PTar).

El VPH-16 presenta tropismo por el epitelio escamoso: tanto cutdneo como mucosal. Dicho
tropismo es especifico a las células de la capa basal (en células troncales mas que en células
transitoriamente amplificadas), de tal forma que es necesaria de una microlesion para que
exista el contacto entre el virus y dichas células (Fig. 5). Se ha propuesto que se requiere la

interaccion de particulas virales, propiamente las proteinas L1 y L2, con marcadores de super-
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ficie de la célula hospedera: proteoglicano heparan sulfato y laminina. Asi mismo, cambios en
la capside virica promueven la unién con receptores secundarios en los queratinocitos, como
ae-integrina y receptores de factores de crecimiento, que a su vez fungen como mediadores
para la internalizacion del genoma virico. En este paso, la proteina L2 forma un complejo con

el DNA viral, y asegura su entrada al nucleo (Doorbar; et al., 2012).

Ademas de la microlesion y/o abrasion en el epitelio escamoso estratificado, se considera
como blanco de entrada del virus la union escamo-columnar (metaplasia). La susceptibilidad
de esta zona radica en la accesibilidad y proliferacion de las células de reserva, que se
encuentran por debajo del epite-lio columnar del endocérvix y que eventualmente formarén el
epitelio estratificado conforme el cérvix madure (Doorbar; et al., 2012). Adicional a esto, el
VPH puede infectar el epitelio glandular del endocérvix resultando en neoplasia glandular y
adenocarcinoma (Ault, 2006). Se ha propuesto que la diferencia en los patrones de progresion

de cancer esté relacionada al tipo de células infectadas.
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Via dc; entrada

Modificada de Doorbar (2012).
Figura 5. Vias de entrada del VPH.
Se muestran las vias de entrada del VPH tanto en el epitelio estratificado como en la zona
metaplasica. Las células con nlcleo rojo presentan alta amplificacion de genoma viral,
mientras que las células verdes presentan gran cantidad de la proteina E4, comln en la
sintesis viral, y la alta sintesis de proteinas estructurales virales se presenta en aquellas con

nucleo naranja, y aun mas en aquellas células con citoplasma del mismo color.
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Componentes del VPH-16

Una vez que la célula es infectada, el DNA viral solo se presenta en forma episomal (extra-
cromosomal) en un bajo nimero de copias (alrededor de 200 por célula infectada), sin que se
produzca virus. Se sabe que E1 y E2 son esenciales en la replicacion viral. El aspecto mas
destacable de E2 es que posee sitios de unién a la LCR, iniciando la replicacion. Asi mismo,
E2 interviene en la segregacion del episoma viral durante la mitosis celular. Ademas es capaz
de reclutar a la helicasa dependiente de ATP E1 al sitio del origen de la replicacion; este
evento explica cdmo no es necesario de ciertos factores celulares para que se lleve a cabo la
replicacion, y demuestra que dicho evento es independiente a la replicacion del genoma hospe-
dero (Doorbar; et al., 2012). Posteriormente, un evento crucial para la carcinogénesis es la
integracién del DNA virico en el genoma eucarionte, proceso desarrollado en lesiones de alto
riesgo asociado a progresion e invasion. Se ha determinado que dicha integracion ocurre en

sitios fragiles de los cromosomas (Tornesello; et al., 2013).

La proteina E4 se expresa abundantemente durante los periodos tardios de la replicacion viral,
y aunque no se tiene claro cual es su papel, se cree que tiene suma importancia en la liberacion
del virion durante la descamacion del epitelio. Las proteinas E6 y E7 promueven la replicacién
viral mediante la formacion de un micro-ambiente adecuado. La proteina E6 se une a la
proteina supresora de tumores p53, y eventualmente induce su degradacion mediante el
sistema ubiquitina/proteosoma. Mientras que E7 promueve la eliminacion de otras proteinas
supresoras de tumor de la familia pRb (Rampias; et al., 2014), entre ellas p105, p107 y p130;
esto lleva a la activacion de los factores de transcripcion E2F, y la consecuente expresion de
genes que dirigen a la fase S del ciclo celular (Moody y Laimins, 2010). Es por ello que la
presencia de estas proteinas, como se menciond anteriormente, promueve la carcinogénesis y
principalmente en infecciones persistentes dadas por VAR, debido a la acumulacion de aberra-
ciones génicas por la evasion en los checkpoints del ciclo celular como consecuencia de la

eliminacion de las proteinas diana de E6 y E7.
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Los genes tardios L1 y L2 se traducen a proteinas del mismo nombre. La proteina L1 es
enviada al nacleo después de su sintesis para el empaquetamiento de la cromatina viral; por
otro lado L2 es la proteina de la cépside y a su vez recluta a L1 para que tanto las particulas

virales como el genoma del mismo se ensamblen (Rampias; et al., 2014).

Se ha hablado de casi todas las proteinas de VPH-16, sin embargo, se debe destacar el rol de
la proteina E5, que es objeto de estudio en este trabajo. La proteina E5 es capaz de amplificar
las caracteristicas oncoprotéicas de E6 y E7; asi mismo, puede transformar fibroblastos de
raton. De igual forma, la proteina E5 incrementa la tumorigénesis y el cancer de piel en
ratones transgénicos (Maufort, Williams; et al., 2007), debido a la activacion del receptor del

factor de crecimiento epidermal (EGFR) (Greco, Kivi; et al., 2011).

La proteina E5 de VPH-16

El gen E5 es de aproximadamente de 251 pb, tiene un marco de lectura abierto del nucleétido
3849 al 4100 en el genoma viral (Oelze, Kartenbeck; et al., 1995), y da lugar a una proteina de
83 aminoacidos. La proteina E5 posee un carécter altamente hidrofobico, por lo que estd muy
asociada a membranas celulares como: aparato del Golgi, reticulo endoplasmico y membrana
nuclear. Aun no se entiende claramente el papel de E5 en el ciclo replicativo del virus. Sin
embargo, in vivo se han encontrado grandes cantidades de mRNA de E5 en algunas verrugas
cervicales y en lesiones de bajo grado CIN1, lo que sugiere que su expresion ocurre en esta-

dios tempranos de la infeccion (Kabsch y Alonso, 2002).

Por lo que se ha sugerido que su transcripcion temprana puede llevar a un mejor ambiente
replicativo mediante la alteracion de ciertos factores y procesos celulares. E5 también altera el
arreglo del citoesqueleto de actina inhibiendo la endocitosis y ciertas vias de sefializacion,

especialmente la del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Kabsch; et al., 2002); activa la
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via de las MAP-cinasas mediante el incremento del EGFR y su fosforilacién, debido a que E5
inhibe una bomba de protones del endosoma, la cual se encarga de la degradacion del receptor,
resultando en un aumento en el reciclaje del mismo a la membrana; ademas, inhibe la funcio-
nalidad de c-Cbl, una ubiquitin ligasa, lo que resulta en incumplimiento de la degradacion del

EGFR (Maufort; et al., 2007).

Asi mismo, la expresion de E5 en queratinocitos humanos previene la muerte celular provo-
cada por estrés promovida por radiacion UV; en adicion, esta proteina viral actGa sobre la
formacion del complejo de sefalizacion de induccion a muerte (DISC, por sus siglas en
inglés), inhibiendo la apoptosis extrinseca promovida por FasL (Kabsch; et al., 2002). E5
también afecta la comunicacion intercelular de las uniones gap de células HaCaT (Oelze; et
al., 1995), e inhibe la maduracion del complejo MHC-II (complejo principal de histocompati-
bilidad de clase Il), evitando la presentacion de antigenos (Zhang, Li; et al., 2003). En las
mismas células HaCaT, E5 puede formar células binucleadas mediante fusion celular, dicho

evento se ha propuesto también como iniciador de la carcinogénesis (Hu; et al., 2009).

La proteina p-catenina

La B-catenina es una proteina de 94 kDa que contiene 12 repetidos de armadillo, Ilamados
dominio arm, cada uno con 42 aminodcidos (a.a.) repetidos (Fagotto, 2013), el cual intera-
cciona con el citoesqueleto de actina, a-catenina, E-cadherina, complejos transcripcionales
(LEF, TCF, ICAT y Chibby) y el complejo de degradacion; ademas, la caracteriza un domino
de transactivacion en su region carboxilo terminal y un dominio de 140 a.a. en su amino
terminal donde posee sitios de union a proteinas cinasas (APC y GSK-3) (Fig. 6) (Jamieson,
Sharma; et al., 2014). El gen que codifica a B-catenina es CTNNBL, constituido por 16 exones
y 15 intrones, posee un tamafio de 23.2 kb y se encuentra localizado en el brazo corto del

cromosoma 3y abarca la regién p22 - p21.3 (Nollet, Berx; et al., 1996).
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La B-catenina participa en las uniones intercelulares adherentes de la membrana citoplasmatica
formando un complejo junto con a-catenina y E-cadherina con unién al citoesqueleto de
actina. Esta funcion esté regulada por la fosforilacion de p-catenina en Tyrl142, la cual dismi-
nuye la afinidad entre B-catenina y a-catenina. Ademas, la fosforilacién en Tyr654 (misma que
también aumenta la afinidad por TCF) por c-Src altera la union con E-cadherina; ambas fosfo-
rilaciones resultan en la desagregacion del complejo B-catenina, a-catenina, E-cadherina y
actina. Cuando no est4 participando en las uniones adherentes, B-catenina es capaz de pasar al
citoplasma en forma libre y translocarse al nucleo para participar como factor de transcripcién
(Rosenbluh, Wang; et al., 2014).

En ausencia de un estimulo adecuado (por ejemplo, las proteinas Wnt) la -catenina es consti-
tutivamente marcada para su degradacion por un complejo formado por la cinasa glucégeno
sintasa 3 (GSK-3), la casein cinasa 1 (CK1), la proteina axina, la proteina poliposis adenoma-
tosa coli (APC) y la ubiqutin ligasa E3 (B-TrCP) (Stamos y Weis, 2013); de tal forma que es
fosforilada, ubiquitinada y posteriormente sufre degradacion proteosomal (Polakis, 2012). Por
otro lado, cuando existe una mutacion en cualquiera de los componentes del complejo antes
mencionado, la B-catenina se estabiliza y activa genes indebidamente, produciendo ciertas
anomalias como en el caso de cancer de colon en el que se presenta mutacion en APC (Ying,

Li; et al., 2008).
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Modificada de Jamieson (2014).

Figura 6. Estructura primaria de g-catenina.

Se muestran los 12 repetidos arm y los sitios de unidn con sus proteinas blanco, tanto de
membrana citoplasmatica (linea punteada), de citoplasma (linea continua) y de nucleo (linea
discontinua). Cerca del amino terminal ocurre el marcaje para la degradacion proteosomal de

[-catenina.

Cabe mencionar ciertas caracteristicas de las proteinas que se involucran en la regulacion de la
actividad de B-catenina. La proteina CK1 puede presentar varias isoformas como: a, v, 8 Y .
La y que se encuentra anclada en la membrana; 6 y € que presentan un carboxilo terminal
autofosforilable, cuya funcion es de autoinhibicion. Las isoformas citoplasmaticas, que pueden
unirse a axina y fosforilar a p-catenina en el sitio diana son: la a, 6 y €. Actualmente, se ha
determinado que CK1la es la principal responsable de la fosforilacion de B-catenina (Stamos;

etal., 2013).

Por otro lado, GSK-3 se expresa de dos diferentes isoformas GSK-3a y GSK-34, cuya diferen-
cia radica en el amino terminal de GSK-3a rico en glicina. Ambas proteinas tienen accién
sobre B-catenina; sin embargo, se ha dado mas énfasis hacia GSK-3p en CaCU (Abbo, Vincek;

et al., 2007). La fosforilacion en residuos de tirosina (Tyr279 para a y Tyr216 para P)
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incrementa su actividad cinasa, mientras que en sitios conservados cerca del amino terminal,
especificamente en Ser21 de GSK-3a y Ser9 (ademas Thr390) de GSK-3p, regulan su funcio-

nalidad de forma negativa, inhibiendo su actividad cinasa (Stamos; et al., 2013).

Otra proteina que también forma parte del complejo de destruccion de B-catenina es la pro-
teina axina. La cual posee sitios de union diferentes tanto para -catenina como para el resto
del complejo proteico: CK1 y GSK-3B. Mediante estudios en carcinoma hepatocelular, se
comprobd que la activacién inadecuada de B-catenina era ocasionada por la alteracién en la
eliminacién de la catenina por mutaciones en axina (Satoh, Daigo; et al., 2000). Axina inte-
ractia con APC mediante un dominio RGS cercano al amino terminal, para posteriormente

atraer a ambas cinasas para que realicen sus actividad con B-catenina (Polakis, 2012).

El carboxilo terminal de axina, que tiene union con B-catenina y GSK-3, también se une al
dominio catalitico de PP2A (fosfoproteina fosfatasa 2A). La simultanea unién de axina con
esta cinasa y B-catenina mejora la eficiencia de la fosforilacion hacia la catenina. Por otro
lado, se ha demostrado que axina no interfiere con la actividad intrinseca de las cinasas GSK-3
ni CK1 (Sobrado, Jedlicki; et al., 2005). Mas alejado, en el carboxilo terminal de axina se
encuentra un dominio DIX, el cual forma un complejo con Dishevelled, unién crucial para

desestabilizar la proteina p-catenina (Fig. 7) (Stamos; et al., 2013).
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APC GSK-3 B-catenina DIX

1 83 209 383 480 780 862

CK1, PP2A

Modificada de Stamos (2013).
Figura 7. Estructura primaria de axina.
Se muestran las estructuras clave de interaccion con otras proteinas: g-catenina, APC, GSK-3
y DIX (dominio en comdn con Dishevelled), ademas las lineas discontinuas muestran la union

para CK1y PP2A.

La proteina APC, de igual forma perteneciente al complejo de destruccion de B-catenina, tiene
un peso molecular de 310 kDa, y presenta una region motif de unién a p-catenina y a axina;
ademas, contiene en su regién amino terminal un dominio de dimerizacion y un dominio de
repetidos de armadillo (arm), a través del cual, APC se une a PP2A (especificamente a la
subunidad B56) (Seeling, Miller; et al., 1999). PP2A se ha propuesto que es capaz de regular
la fosforilacion de APC, es decir, defosforila a APC (Stamos; et al., 2013).

Los sitios de union de APC hacia p-catenina contienen repetidos de 15 a 20 a.a.. En el humano
se han detallado 4 repetidos de 15 a.a. y 7 repetidos de 20 a.a.; éstos pueden ser fosforilados
por GSK-3 y CK1 para aumentar su afinidad por B-catenina. Por otro lado, las uniones de APC
con axina son secuencias de aproximadamente 16 a.a. denominadas repetidos SAMP, los
cuales varian en nimero segun isoforma y especie (Fig. 8). Se ha determinado que al menos se
necesita un repetido SAMP con dos sitios de unién para B-catenina para la correcta degra-

dacion de ésta Gltima (Stamos; et al., 2013).
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Modificada de Stamos (2013).
Figura 8. Estructura primaria de APC.

Se muestran los repetidos SAMP, el dominio arm, 4 repetidos de 15 a.a (A-D), y 7 repetidos de

20 a.a. (1-7).

Todo el conjunto de proteinas, anteriormente descrito, trabajan en concomitancia para llevar a
cabo al marcaje de B-catenina, es decir, su fosforilacion en sitios especificos, y con esto dar pie
a su degradacion proteosomal. Posterior a la fosforilacion, la ubiquitinacion de p-catenina es
promovida y mediada por la presencia del repetido 2 de 20 a.a. (20R2) y una secuencia segui-
da de ésta denominada dominio inhibitorio de catenina (CID, por sus siglas en inglés) en APC
(Stamos; et al., 2013). Su; et al. (2008) determinaron que esta region (20R2-CID) de APC

interacciona con B-TrCP para la ubiquitinacion eficiente de B-catenina.

El elemento primordial para la ubiquitinacion de p-catenina es la presencia de 2 aminoacidos
conservados: Ser33 y Ser37 en B-catenina, los cuales interaccionan con un dominio F-box pre-
sente en la ubiquitin ligasa B-TrCP (Fig. 9). Esta ubiquitin ligasa forma un complejo con Skpl
y cullin denominado SCF, el cual une la ubiquitina a la proteina B-catenina. Precisamente,
GSK-3 reconoce los mismos aminoacidos de fB-catenina (ademas de fosforilar Thr4l), de tal
forma que los fosforila previamente para generar el sitio de reconocimiento de B-TrCP (CK1

actla previamente a GSK-3 sobre Ser45) (Stamos; et al., 2013).
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Modificada de Jamieson (2014).
Figura 9. Complejo de degradacion de g-catenina.

Se muestran los componentes del complejo, asi como los sitios de fosforilacién en la cadena

polipeptidica de p-catenina por accion de GSK-3 y CK1.

Ahora bien, cuando existe un estimulo que evite la degradacion de B-catenina, 0 no exista
alguna razén para su degradacion, dicha proteina es capaz de translocarse al ndcleo sin
necesidad de proteinas “acarreadoras”. La proteina B-catenina no posee un mecanismo de
transporte que la conduzca a través del poro nuclear, es decir, no presenta sefiales de localiza-
cion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) ni sefiales de exportacion nuclear (NES, por sus
siglas en inglés). Por tanto, se cree que la entrada de B-catenina hacia el nicleo es indepen-
diente de importinas y exportinas; de hecho, la transicion se lleva a cabo mediante la intera-
ccion directa entre sus repetidos arm 10-12 con mdltiples proteinas nucleoporinas (Nups, por
sus siglas en inglés) del complejo del poro nuclear (NPC, por sus siglas en inglés) (Jamieson;

etal., 2014).
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De tal forma que la ubicacion de B-catenina a través de la célula depende fuertemente de la
localizacion de otras proteinas a las cuales esté unida, siendo la expresion y la afinidad facto-
res muy determinantes. Es asi que puede observarse acumulacion de B-catenina tanto en nd-
cleo como en citoplasma. Para ejemplificar esto, Ha, et al. (2004) han propuesto un esquema
dindmico por el cual B-catenina puede quedar acumulada en citoplasma: la union de axina con
APC fomenta la fosforilacion de ésta Gltima, y con esto aumenta su afinidad por -catenina, de
tal forma que previene la translocacion de esta hacia el nucleo y la retiene en citoplasma si no
existe sefializacién de Wnt y la concentracion de p-catenina es baja. Henderson, et al. (2002),
por otro lado, proponen que a pesar de que B-catenina puede asociarse con varias proteinas en
el ndcleo, LEF-1 es la proteina de union predominante a la catenina y més importante adn,

compite con APC (no fosforilada) y E-cadherina para mantenerla en este sitio celular.

Hasta ahora se ha hablado de un conjunto de proteinas que acttan y regulan en varias formas a
B-catenina, y no debe sorprender la razén de tanto control, ya que esta proteina tiene un papel
importante en la proliferacion, diferenciacion y migraciéon, tanto de células embrionarias como
adultas mediante la via de sefializacion de Wnt (Fathke, Wilson; et al., 2006). La via de sefiali-
zacion Wnt, comienza con unos ligandos conformados por la familia Wnt, que son proteinas
glicosiladas que actuan a través de las vias candnica y no canonica. La via candnica, la mas
estudiada, consiste en la cascada de p-catenina. Mientras que la via de polaridad celular plana
(PCP) y la via Wnt/Ca?* corresponden a la no canonica y son independientes de B-catenina

(Abu-Baker, Laganiere; et al., 2013).
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La via canonica de WnT

Cuando se habla de la via de sefializacion Wnt/[3-catenina, se cree que esta Unicamente relacio-
nada con el desarrollo embrionario, sin embargo, también juega un papel importante en el
mantenimiento de células troncales, la regeneracion del tejido y mas importante aun, la repara-
cion de tejido dafiado. Debido a su papel en el desarrollo y la homeostasis del tejido, esta via
juega un rol importante cuando se habla de la desregulacion en la sefializacion, ya que esta
involucrada en ciertas patologias. Por ejemplo, en algunos tipos de cancer se ha determinado

una activacion constitutiva de p-catenina (Cadigan, 2008).

En la familia Wnt se ha encontrado una secuencia de veintiun cisteinas (no continuas) alta-
mente conservadas; lo que da a entender que estas proteinas se han mantenido a través de la
evolucion, de hecho se conocen catorce genes en Drosophila, cinco en Caenorhabditis elegans
y diecinueve en ratones y humanos (Cadigan, 2008). Los ligandos Wnt son proteinas de secre-
cidn que durante su proceso de biosinteis son glucosiladas en el reticulo endoplasmico.
Aunado a este cambio post-traduccional, también se produce la palmitoilacion en la primer
cisteina de la cadena conservada, y en serina de algunos Wnt. La ausencia de ciertos pasos en
la biosintesis y la palmitoilacion conlleva a que la proteina sea disfuncional. Por otro lado, la
existencia de una mutacion en la acetiltranferasa localizada en la membrana del reticulo
endoplasmico, codificada por el gen porcupine (porc), bloguea la secrecion de Wnt (Cadigan,
2008).

Para el proceso de excrecion celular de Wnt se requiere ademas, de una proteina membranal
denominada Wntless (WIs), la cual se localiza en el aparato de Golgi, la superficie celular y
los endosomas. Esta proteina es capaz de asociarse a Wnt, lo que sugiere una funcién de guia
desde el Golgi hasta la membrana citoplasmatica. WIls es reciclada por un complejo, que si
tiene alguna alteracion en su secuencia de aminoacidos en alguna subunidad, se refleja en la
disminucion de WIis y por tanto en la sefializacion de Wnt. El aspecto fundamental de la via de
Whnt es la estabilizacion de B-catenina, cuyos niveles altos de la proteina promueven la trans-

cripcion génica. Sin embargo, la degradacion constitutiva de -catenina se lleva a cabo por un
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mecanismo doble: la fosforilacion y la degradacién ubiquitin proteosoma, como ya se ha men-

cionado, evitando la acumulacién innecesaria de p-catenina en el nucleo (Cadigan, 2008).

Los receptores Frezzleds (Fzs), a los cuales se unen las proteinas Wnt, son miembros de una
gran familia de proteinas transmembranales acoplados a proteina G que median una amplia
variedad de eventos de sefializacion. Los co-receptores lipoproteicos LRP5 y LRP6 participan
junto con Fzs en la asociacién de Wnt para que se lleve a cabo la activacion del receptor y con
ello la sefializacion. El evento subsecuente a la union de Wnt con su receptor, es la fosforila-
cion de LRP6 en una secuencia PPPS/TP de su parte citoplasmatica. Esta fosforilacion se lleva
a cabo por CK1 y GSK-3, mismas cinasas que actlan en la degradacion de la catenina; es
decir, regulan tanto positiva (LRP6) como negativamente (B-catenina) en la via de sefializa-
cion Wnt. La fosforilacion de LRP requiere al receptor Fz, el cual estd unido por proteinas de
dominios PDZ llamadas Dvls (dishevelleds). Las proteinas Dvls promueven la fosforilacion
del LRP para reclutar a axina, de tal manera que se compromete la actividad del complejo de
fosforilacion de B-catenina, ademas GSK-3 es secuestrado dentro de endosomas como efecto
del estimulo de Wnt. Todo esto permite la estabilizacion y acumulacion de B-catenina en el
citoplasma (Taelman, Dobrowolski; et al., 2010). Justo después, B-catenina se transloca al
nucleo, pasando a través del complejo del poro nuclear (Fig. 10), y a pesar de que es una pro-
piedad intrinseca de la proteina, existen diversos factores que influyen en el importe y exporte

de la misma, como ya se ha redactado con anterioridad.

Una vez en el nucleo, B-catenina se une a sitios especificos en la cadena de DNA por accion de
ciertas proteinas como: Foxo, PitX2, SOX9 y SOX17; pero en la mayoria de los casos por
reclutamiento de las proteinas de la familia TCF y LEF (Polakis, 2000). La interaccion de p-
catenina con TCF es crucial para la activacion de los genes diana. Sin embargo, la activacion
inapropiada por niveles bajos de B-catenina también es critica, por lo que la existencia de
“buffers” en el ndcleo son esenciales para este proceso; factores como ICAT, Chibby, Sox9 y
CtBP-APC compiten con TCF por la union con B-catenina, mientras que miembros de la

familia TLE/Gro lo hacen hacia TCF, por lo que una vez que B-catenina ha alcanzado niveles
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suficientes, TCF se libera de su represor. Ademas, B-catenina tiene sitios de union de co-
factores como BCL9 (linfoma de células B 9) y CBP (proteina de unién al elemento de
respuesta del AMPc) que, asi como colaboran en la transcripcion de los genes Wnt, también
definen cuales genes seran traducidos (Jamieson; et al., 2014). Cabe mencionar que la via de
sefializacion Wnt también regula negativamente la expresion de ciertos genes, sin embargo

este rol de B-catenina ain no esta bien estudiado (Cadigan, 2008).

Modificada de Jamieson (2014).
Figura 10. La via Wnt.

La eliminacion de f-catenina mantiene apagada la transcripcion génica (izquierda), mientras
que su activacion mantiene niveles altos de /5 -catenina permitiendo su entrada al nucleo

(derecha).
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La proteina p-catenina en cancer

Como se menciono anteriormente, B-catenina juega un rol importante como factor de transcri-
pcidn para regular la homeostasis del tejido, dado que si se ve constitutivamente activa puede
promover la generacion de cancer, de tal forma que no basta con conocer las causas de su
acumulacion en citoplasma sino también qué sucede mas alld al momento de translocarse
hacia el nucleo. El transporte a través de la membrana nuclear de proteinas mayores a 40 kDa
se lleva activamente mediante importinas y exportinas, por lo que defectos en estas vias
pueden producir una mala ubicacion de dichas proteinas y producir anomalias ligadas al can-

cer: por mencionar algunas BRCAL, APC, p53, entre otras (Jamieson; et al., 2014).

Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, B-catenina no se rige por estos mecanismos,
por lo que resulta aln mas importante determinar las causas por las que la B-catenina abando-
na la membrana citoplasmatica y llega a activarse en nlcleo, dicha accion estd muy correlacio-
nada a neoplasias. De tal forma que la proteina B-catenina también tiene un papel determinante
en el cancer, de manera general se ha afirmado que inhibir la via Wnt previene el crecimiento
y sobrevivencia del tumor (Polakis, 2000). En células HT29 (adenocarcinoma colorectal) se
encuentra mutado APC; experimentalmente con la expresién de APC wild-type se obtiene
como resultado una disminucion del crecimiento celular debido a apoptosis celular. Ademas, al
eliminar el amino terminal de TCF-4, que es sitio de union para p-catenina, la expresion geni-

ca se vio alterada resultando en arresto celular (Polakis, 2012).

Al considerar el papel que tiene B-catenina en la via Wnt y su correlacion con cancer, se ha
propuesto como objeto de estudio para nuevos tratamientos. En las CTC se ha observado una
actividad alta de Wnt, y que al eliminar efectivamente a -catenina se presenta una regresion
del tumor epidermal. A pesar de que esto fue descrito en un modelo muarido, también se ha
observado alta actividad de Wnt en carcinomas de células escamosas de humanos (Polakis,
2012). Gottardi, et al. (2001) lograron inhibir el crecimiento celular de células cancerosas de
colon SW480 mediante cadherinas quiméricas, aprovechando el mismo sitio de union que

posee B-catenina con E-cadherina y el factor de transcripcion TCF. Asi mismo Green, et al.
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(2001) inhibieron la expresion de B-catenina con oligonucleotidos antisentido en ensayos in
vitro e in vivo utilizando células de cancer de colon. Sin embargo, se propuso que dicha elimi-
nacion podia afectar al complejo en el que B-catenina interviene para formar las uniones
adherentes; de tal forma que Cong, et al. (2003) lograron degradar la f-catenina libre, modifi-
cando unicamente la via de sefializacion de Wnt y no aquella que participa en las uniones
intercelulares. De esta forma las células perdieron su potencial tumorigénico dado Unicamente

por la expresion génica y no por la adhesién celular.

Alteraciones de p-catenina por E5 de VPH-16

La causa del cancer, hoy en dia se describe como multifactorial, sin embargo, el hecho de
poder sefialar una molécula como causa probable de éste aumenta la posibilidad de mejorar el
tratamiento. En displasias cervicales, se ha demostrado que las proteinas E-cadherina, N-cad-
herina y B-catenina se expresan a través de todo el epitelio, mientras que en tejido normal su
expresion esta restringida a las capas mas basales del epitelio. Ademas, en carcinogénesis,
disminuye E-cadherina y por tanto, el complejo E-cadherina y B-catenina de las uniones
adherentes, suponiendo una abundancia de la forma libre de -catenina en citoplasma (Polakis,
2012). Actualmente se sabe que la activacion de la via Wnt acelera y promueve el desarrollo
de carcinoma cervical mediado por E7 de VPH-16 en un 94% (15/16) en ratones transgénicos

(Bulut, Fallen; et al., 2011).

Aunque no se ha descrito muy bien el mecanismo de activacién de la via Wnt, se cree que B-
catenina podria estar involucrada. Por otro lado, se ha observado que E5 puede alterar la
expresion de varios genes implicados en la motilidad y adhesion celulares en queratinocitos
humanos; se ha observado que la expresion de N-cadherina, E-cadherina y PB-catenina, se
aumenta después de la induccion de la expresion de E5 de VPH-16 (Greco; et al., 2011).

De ahi un punto importante para discernir la causa de la activacion de Wnt, ya sea que la
presencia de la proteina E5 de VPH-16 active de alguna forma a p-catenina o mediante otro

mecanismo.
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Células HaCaT como modelo de estudio

La aplicacion de métodos y técnicas especificas y consistentes en el estudio de la biologia y de
toda ciencia basica resulta fundamental. De igual forma, es sustancialmente importante la sele-
ccién y el correcto uso de modelos que sean lo mas parecido al sistema en cuestion para
obtener un resultado confiable a lo que in vivo quiere demostrarse u obtenerse. Es asi que en

este trabajo se utiliz6 una linea celular de queratinocitos humanos denominadas HaCaT.

Las células HaCaT son queratinocitos humanos obtenidos a partir de un cultivo primario de
piel de adulto, transformados in vitro. Son celulas inmortalizadas (>140 pases celulares) que,
aunque presentan alteraciones cromosomicas tienen algunos marcadores estables; ademas es
una linea celular no tumorigénica. La caracteristica mas destacable de las células HaCaT es su
capacidad de diferenciacion, la cual no se ve alterada, de ahi su importancia en este proyecto.
Su nombre se debe a que fueron obtenidas de humano adulto (Ha) en bajas concentraciones de

Ca?* (Ca) y altas temperaturas (38.5° C) (T) (Boukamp, Petrussevska; et al., 1988).

Ademas del uso de las células HaCaT, en este trabajo también se destaca la aplicacion de
técnicas como inmunofluorescencia indirecta (IFI), inmunodeteccién en fase solida (Western
Blot) y la separacion de células por activacion fluorescente (FACS). La IFI se basa en el uso
de anticuerpos unidos o marcada con un fluoroforo para evidenciar la presencia de la proteina
en cuestion en células vivas o previamente fijadas. El aspecto importante de esta técnica es
que dicho anticuerpo no se une directamente a la proteina blanco sino que lo hace mediante un
anticuerpo intermediario o primario, de tal forma que el anticuerpo marcado se denomina
secundario. Una de las ventajas de la IFI es que el anticuerpo secundario es capaz de ampli-

ficar la sefial para evidenciar con facilidad la presencia de la proteina sefialada.
A diferencia de la técnica anterior, en la inmunodeteccion en fase sélida existe una lisis celular

para exponer las proteinas celulares de tal forma que puedan ser separadas por peso molecular

en un gel de poliacrilamida y posteriormente plasmadas en membranas de nitrocelulosa, todo
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mediante el uso de campos eléctricos aplicados a las mismas. Aqui no se utiliza fluorescencia

para evidenciar a la proteina en cuestion sino quimioluminiscencia.

Por dltimo, en la técnica de FACS se basa en la separacion de células, considerando las
caracteristicas presentadas por dicha célula (que previamente ha sido marcada con fluoroforos
-anticuerpos- ) derivada de la exitacion por un laser, de tal forma que puedan ser separadas por

citometria de flujo.
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JUSTIFICACION

Debido a la alta prevalencia del VPH-16 se ha propuesto la busqueda de alternativas para el
tratamiento del cancer cervical. Se sabe que en diferentes tipos de cancer la via de sefializacion
de Wnt se ve alterada, siendo ésta una de las principales rutas que controlan la proliferacion y
la diferenciacion celular, dos procesos que estan en absoluta concomitancia con el desarrollo
del cancer cervical. La proteina B-catenina tiene un papel fundamental en dicha via de sefiali-
zacion, por lo que es importante determinar si esta proteina se ve afectada en los querati-
nocitos debido a la presencia del gen E5 de VPH-16, cuyo producto proteico tiene un papel
importante durante las etapas del desarrollo del cancer cervical. Ademas, ya que se ha pro-
puesto que las células troncales son la célula blanco para la infeccion del VPH, resulta intere-

sante conocer el estado de la proteina -catenina en estas células.

HIPOTESIS

La proteina B-catenina se encontrard alterada en los queratinocitos humanos por la expresion
del gen E5 de VPH-16. Resultando en un aumento cuantificable de la B-catenina y en un cam-
bio en su localizacion basal, de permanecer en la membrana citoplasmatica a encontrarse en el
nucleo, fungiendo como factor de transcripcion que conlleva a la proliferacion y diferen-

ciacion celular.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar los efectos del gen E5 de VPH-16 sobre la localizacion y la abundancia de la proteina

B-catenina en la linea celular inmortalizada de queratinocitos humanos HaCaT.

Objetivos particulares

1. Analizar la localizacion de la proteina B-catenina en células HaCaT-E5 y HaCaT-LacZa a
diferentes tiempos de expresion del transgén E5 y LacZa.

2. Determinar la abundancia de la proteina p-catenina en células HaCaT-E5 y HaCaT-LacZa
a diferentes tiempos de expresion del transgén correspondiente.

3. Evaluar la localizacion de la proteina B-catenina por inmunofluorescencia indirecta en las
células con caracteristicas de troncales (subpoblacion a6-integrina®CD719™) de los que-

ratinocitos humanos HaCaT.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Las células HaCaT se mantuvieron en medio DMEM, suplementado (ver anexo) con L-gluta-
mina, piruvato, penicilina-estreptomicina y 10 % de suero fetal bovino (SFB), a 37° C con una
atmosfera al 5 % de CO». Se utilizaron sistemas lentivirales para la transduccion del transgén

de interés: E5 (HaCaT-E5) y LacZo (HaCaT-LacZa), este tltimo como control de infeccion.

Ademas, estos sistemas lentivirales contenian un gen que conferia resistencia a la puromicina,
por lo que se adicionaron 0.35ug de puromicina por mL de medio de cultivo suplementado 48
horas después de la infeccién, para la seleccién de las células transducidas exitosamente. En
cada ensayo se trabajaron cuando alcanzaron una confluencia del 80%, a los 9, 12 y 15 dias
posteriores a la infeccion (dpi), para inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmunodeteccion en

fase solida.

Exposicion a cloruro de litio

Las células se sembraron en placas de 6 pozos sobre cubreobjetos (las células se adhieren a los
cubreobjetos para hacer con mayor facilidad las laminillas de lectura al microscopio) limpios y
esteriles, se mantuvieron en las condiciones de cultivo previamente descritas y se les adiciond
cloruro de litio (LiCl) para una concentracion final de 10, 20, 30 y 40 mM durante 48 horas; y
por otro lado a 10 y 20 mM por 138 horas. Posteriormente, estas células se fijaron y se tifieron

por IFI como se describe méas adelante.

Inmunofluorescencia indirecta

Para determinar la localizacion de B-catenina se realizd lo siguiente: 48 horas antes de que se
cumplieran los 9, 12 y 15 dpi con E5 y LacZa, las células se sembraron en placas de 6 pozos
sobre cubreobjetos limpios y estériles en las condiciones de cultivo descritas previamente. A

partir de este punto, las células expuestas a LiCl se procesaron bajo el mismo procedimiento, a
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excepcion de la confluencia que no se tomd en cuenta debido a la diferencia proliferativa. Las
células al 80% de confluencia se lavaron con buffer salino de fosfatos (PBS) a 37°C y se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS (atemperado a 37°C) por media hora a
temperatura ambiente, después de este tiempo se lavaron dos veces con PBS con agitacion
constante por 5 minutos. Enseguida, las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.25%
en PBS por media hora y se lavaron 3 veces con PBS en agitacion durante 5 minutos.

Para evitar la union inespecifica o aleatoria del anticuerpo, las células se bloguearon con suero
de cerdo al 3% en PBS por 2 horas. Posteriormente, se les adiciond un anticuerpo primario
hecho en conejo anti B-catenina (ver anexo) en una dilucién 1:50, o un anticuerpo del mismo
isotipo como control, a una concentracion equivalente a la dilucion 1:50 del anticuerpo ante-

rior, éstos se incubaron a 4°C durante toda lo noche.

Cumplido el tiempo, se realizaron 3 lavados para retirar los anticuerpos que no se hubieran
unido con PBS/Tween 20 al 0.1 % en agitacion constante durante 10 minutos. Se agreg6 un
anticuerpo secundario contra 1gG de conejo acoplado a FITC (ver anexo) en una dilucion de
1:200, éste se incub6 a temperatura ambiente por 2 horas cubierto de la luz. Seguido, se lavo
tres veces con PBS/Tween 20 al 0.2% en agitacion constante por 15 minutos. Posteriormente,
se contratifieron los nacleos utilizando yoduro de propidio (IP) a una concentracion de 1pg/mL
por 6 minutos a temperatura ambiente. Las observaciones se realizaron en microscopio confo-

cal Leica para determinar la localizacion de B-catenina.

Inmunodeteccion en fase solida

De igual forma, se consideraron los dias post-infeccién ya establecidos y se realizé la lisis
celular de HaCaT-E5 y HaCaT-LacZa, todos y cada uno por triplicado. A la monocapa celular
se le adicionaron 200 uL de buffer RIPA-Bolen enriquecido con inhibidor de proteasas “Com-
plete” a una concentracion de 30 uL por cada mL de buffer. La monocapa celular se incubd
con el buffer de lisis por 5 minutos en hielo y posteriormente se hizo un raspado con un gen-
darme. EIl extracto de proteinas se recolectd en un tubo para microcentrifuga para ser soni-

cado aplicando 3 ciclos de 3 a 5 pulsos de 20 segundos cada uno, reposando 1 minuto entre
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cada ciclo; utilizando los siguientes parametros en el sonicador: “duty cicle™ del 20% y “out-
put control” en nivel 2. Posteriormente, la concentracion de proteinas se cuantifico en cada
muestra por el método de Lowry modificado con el Kit DC “Protein Assay" de Bio-Rad de
acuerdo a una curva estandar de albumina sérica bovina (tabla 2). Asi mismo, las cargas
proteicas se normalizaron tifiendo geles de poliacrilamida con azul de Coomasie y mediante

un analisis densitométrico.

Tabla 2. Preparacion de muestras para obtener la curva patron.

Tubo Stock albimina sérica bovina Buffer RIPA-Bolen Concentracion final
[100 mg/mL] (ulL) (ub) [mg/mL]
0 0 100 0
1 2 98 2
2 4 96 4
3 6 94 6
4 8 92 8
5 10 90 10

Para la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE,
por sus siglas en inglés), las muestras proteicas se diluyeron 1:2 con buffer de carga de
Laemmli (adicionado con B-mercaptoetanol) y se dejaron en ebullicion por 3 minutos. La mis-
ma cantidad de proteinas (30 pg) de cada muestra se cargd en un gel de poliacrilamida-
bisacrilamida (30:1) al 8% y se migraron electroforeticamente en buffer de corrida a 25 mAmp
constantes por noventa minutos aproximadamente. Posteriormente, el gel de poliacrilamida y
la membrana de nitrocelulosa se introdujeron en buffer de transferencia por 30 minutos en
agitacion constante, e inmediatamente después se realizd la electrotransferencia del gel a la
membrana a 90 volts constantes por hora y media, cuidando de mantener la temperatura del

sistema a 4° C.
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Para corroborar la transferencia proteica a la membrana, ésta se tifid con una solucion de rojo
de Ponceau, y que eventualmente, se retird6 completamente mediante lavados con PBS y agua
bidestilada. La membrana se bloqued con leche baja en grasa al 5 % en PBS, por 1 hora, con
agitacion leve constante. Al término, se retird la solucion de blogueo y se corté la membrana
por la mitad. La mitad superior se incubd con el anticuerpo primario anti p-catenina (1:2,500)
y la mitad inferior con un anticuerpo contra anti-actina (ver anexo) (1:1,500) durante toda la

noche a 4° C, con agitacion constante.

Posteriormente, se lavaron las membranas 3 veces con PBS/Tween 20 al 0.2%, en agitacion
leve constante. Enseguida, éstas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con anti-
cuerpos secundarios anti-1IgG de conejo (para B-catenina) a 1:15,000 y anti-IgG de raton (para
actina) a 1:5,000, ambos en PBS/leche baja en grasa al 5%. Ambos acoplados a peroxidasa.

En seguida, se lavaron las membranas 3 veces con PBS/Tween 20 al 0.2%, con agitacion leve
constante. Para revelar, el procedimiento se realiz6 en un cuarto obscuro. A ambas membranas
se les adiciono el reactivo quimioluminiscente ECL por 1 minuto. Enseguida, las membranas
se expusieron por un tiempo que oscil6 entre 1 'y 3 minutos a placas de autoradiografia, éstas
se revelaron y se fijaron por 5 minutos en cada paso. Para finalizar, se realiz6 una densito-
metria para el andlisis de las bandas proteicas, utilizando el software ImageJ del Instituto
Nacional de la Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de EE.UU.. De forma general, dicho
programa mide la intensidad de las bandas obtenidas de la autoradiografia, dicha intensidad se
refleja como una campana de Gauss, que posteriormente, es utilizada para medir el area bajo

la curva, siendo ésta la cantidad o concentracion de la proteina.

Para la tincion con azul de Coomasie, se realizé la SDS-PAGE, y el gel de poliacrilamida se
sumergio en solucion de azul de Coomasie por 2 horas. Posteriormente, se dejo en solucién
destefiidora de 24 a 48 horas. Se escanearon los geles y se analizaron las bandas para norma-
lizar la misma carga de proteinas mediante un andlisis densitométrico con el mismo programa

ImageJ.
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Estandarizacion de IFI en subpoblacién a6-inteiCD71dim

Se buscaron las condiciones ideales para detectar B-catenina en las subpoblaciones celular a6-
integrina®CD719™ y no a6-integrinaP"CD7149™m que son las subpoblaciones que cumplen con
las caracteristicas de troncalidad y no troncalidad, respectivamente. Debido a que la subpobla-
cién con caracteristicas de troncalidad (a6-integrina"CD719™m) es tan s6lo el 1% de la pobla-
cién total se adecu6 la técnica con 2000 células (numero adecuado de células troncales por
separar para evitar en lo maximo posible la dispersion entre ellas pero a la vez sin perder el
contacto necesario entre ellas) tefiidas con los 2 marcadores de superficie utilizados: CD71 y
a6-integrina.

Para obtener las 2000 células se utilizdé un citometro de flujo MoFlo de Beckman Coulter,
siguiendo los pasos consecuentes: a cultivos de células HaCaT a 80% de confluencia, se les
agrego 1 mL de tripsina al 1x y se incubaron por 8 minutos a 37° C. Una vez en solucion la
monocapa, se retird la tripsina con centrifugacion a 100 xg por 5 minutos, se resuspendio el
boton celular en 1 mL de medio de cultivo. Posteriormente, se realizd un conteo celular en un
hemocitometro, tifiendo con azul de tripano al 0.2 % en PBS para verificar su viabilidad.
Enseguida, las células en suspension se lavaron con 3 ml de PBS, se centrifugaron (100 xg por
5 minutos). Se retir6 el sobrenadante y se resuspendieron en 1 mL de solucién de bloqueo por

cada millon de células, en esta solucion se mantuvieron en hielo por 15 min.

Posteriormente, se distribuyeron 500,000 células por cada condicion de tincion en tubos para
microcentrifuga, se centrifugaron (por 5 minutos a 1,100 xg) y se resuspendieron los botones
en solucion de marcaje (100 uL por condicién). Las condiciones de tincion fueron segun los
marcadores de superficie:

* Sin tefir

* oab-integrina (PE) (sencillo)

* CDT71 (PE-Cy5) (sencillo)

* ob-integrinay CD71 (doble)
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Se adicionaron a las suspensiones celulares los anticuerpos especificos anti a6-integrina aco-
plado a ficoeritrina (PE) (ver anexo) diluido 1:100 y/o CD71 acoplado a PE-Cy5 (ver anexo)
diluido 1:250 y se incubaron en hielo por 45 minutos cubiertas de la luz con agitacion cada 15
minutos. Se lavaron 2 veces con PBS* a 1,100 xg por 5 minutos, las células se resuspendieron
en 0.5 mL de PBS*y se pasaron a tubos para citometro. De aqui, las células se llevaron al
citometro de flujo para ser separadas. Las células sin tefir sirvieron como control de auto-
fluorescencia celular, y las células tefiidas sencillas se usaron para realizar la compensacion y
definir con mayor precision el enriquecimiento de las células o6-integrina®"CD71% M, Las sub-
poblaciones celulares se enriquecieron mediante FACS sobre cubreobjetos en placas de 24
pozos con 1mL de medio DMEM enriquecido mas 10% SFB y se incubaron a 37 °C a una at-
mosfera con 5% de CO» por 24 horas mas, para asi proceder con la inmunofluorescencia (IF):
Las células se lavaron 2 veces con PBS (a 37°C), se fijaron con PFA al 4% en PBS (a 37°C)
por media hora a temperatura ambiente, y se lavaron nuevamente con PBS 2 veces. Se per-
meabilizaron por media hora con Triton X-100 al 0.25% en PBS; seguido, se lavaron 3 veces
con PBS, y se bloquearon con suero de cerdo al 5% en PBS por 2 horas. Se adicioné el anti-
cuerpo primario anti B-catenina en una dilucién 1:300 y el control de isotipo en una dilucion
equivalente al de B-catenina, se incubaron toda la noche a 4° C. Posteriormente, se lavaron con
PBS/Tween 20 al 0.1% en agitacion constante durante 10 minutos, 3 veces.

Enseguida se agreg6 el anticuerpo secundario anti-lIgG de conejo acoplado a Alexa Flour 594
en una dilucion de 1:300 y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas cubierto de la luz;
posteriormente, se lavd 3 veces en agitacion constante por 15 minutos con PBS/Tween 20 al
0.3%. Para finalizar, se contratifieron los ndcleos con DAPI a una concentracion de 0.2 ug/mL
en PBS, por 3 minutos a temperatura ambiente. Las observaciones se realizaron en micros-

copio confocal para determinar la localizacion de B-catenina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Anteriormente, en diversos trabajos de investigacion cientifica se ha reportado alteraciones de
la proteina B-catenina, tanto en lineas celulares derivadas de cancer cervical como en muestras
de pacientes con lesiones intraepiteliales de diferente grado, demostrando sobre-expresion y
alteracion en la localizacion basal. Sin embargo, no ha podido demostrarse una Unica causa
especifica a estos cambios ya que dichas alteraciones, se cree, pueden ser ocasionadas por
diversas proteinas del VPH o por cambios celulares subsecuentes a éstas. De tal modo, que en
este trabajo se enfoco a una sélo proteina del virus del papiloma humano para determinar si

era causa de las alteraciones de B-catenina.

Efectos del cloruro de litio sobre la localizacion de la proteina B-catenina en células
HaCaT

Para analizar la translocacién de B-catenina desde la membrana citoplasmaética hacia el nucleo
como punto final de accion como factor de transcripcion en la via Wnt; las células HaCaT se
expusieron a LiCl en solucion, el cual fue afiadido al medio. Los iones Li* muestran actividad
inhibitoria sobre GSK-3p, favoreciendo la translocacion de B-catenina al ndcleo debido a su
precedente acumulacion en citoplasma por falta de fosforilacion y, eventualmente, ubiquiti-
nacion de la misma (Abu-Baker; et al., 2013). Cabe mencionar que debido a la actividad inhi-
bitoria en la proliferacion celular del mismo ion, se considero pertinente exponer las células a
diversas condiciones tanto en tiempo como en concentracion de LiCl con el fin de asegurar el
resultado deseado. Es decir, se utilizaron concentraciones finales de 10, 20, 30 y 40 mM por
48 horas; observandose una acumulacién de B-catenina sélo en citoplasma a partir de 30 y 40
mM (Fig. 11). Por otro lado, las células también fueron expuestas a 10 y 20 mM (concen-
tracion final) de Li* por 168 horas, las cuales mostraron un resultado similar, sin embargo la

acumulacion citoplasmaética no fue tan evidente (Fig. 12).
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[LiCI] p-catenina Nucleo Merge Merge*

HaCaT sin
tratamiento

HaCaT,
10 mM LiCl

HaCaT,
20 mM LiCl

HaCaT,
30 mM LiCl

HaCaT,
40 mM LiCl

HaCaT,
40 mM LiCl
(is6topo)

Figura 11. IFI de células HaCaT expuestas a LiCl por 48 horas.
La proteina g -catenina se encuentra tefiida con FITC (verde) y el nacleo con yoduro de

propidio (rojo). Las flechas blancas indican la acumulacién de S-catenina en citoplasma. merge

es la unién de todo los cortes Opticos seriados o proyecciones maximas. Por otro lado, Merge* es un solo corte, elimina la informacion
proveniente de otros planos.
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[LiCl] p-catenina Nucleo Merge Merge*

HaCaT sin
exposicién

HaCaT
10 mM
LiCl

HaCaT
20 mM
LiCl

(isotipo)

e L L L LR L L A L T

Figura 12. IFI de células HaCaT expuestas a LiCl durante 168 horas.
La proteina f -catenina se encuentra tefiida con FITC (verde) y el nacleo con yoduro de

propidio (rojo). Las flechas blancas indican la acumulacion de g-catenina en citoplasma. merge

es la unién de todo los cortes Opticos seriados o proyecciones maximas. Por otro lado, Merge* es un solo corte, elimina la informacion
proveniente de otros planos.

Como se observa en las figuras anteriores, en las células expuestas a LiCl es evidente la
relocalizacion de B-catenina por efecto de los iones Li*, situando a la proteina desde su estado
basal en la membrana citoplasmaética hasta el citoplasma. Sin embargo, la ubicacién en nicleo,
que era el resultado esperado, no pudo observarse en ninguna condicion aun con exposicién
prolongada o a dosis altas de Li*. Si bien se tiene documentado el mecanismo por el cual dicho

ion inhibe la degradacién de p-catenina en ciertas células, es un dato no reportado en células
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HaCaT. Por otro lado, existen reportes donde se describe la presencia de B-catenina en el
nucleo en células HaCaT por induccion de luz ultravioleta de onda larga (UVA) de 356 nm
(Jean, Bogdanowicz; et al., 2011), lo que rechaza la posibilidad de sugerir que exista un
mecanismo inesperado que evite la translocacion nuclear de p-catenina en dichas células.

Lo que permite postular que la B-catenina se acumula so6lo en citoplasma debido a que grandes
cantidades de la misma en el nucleo pueden cambiar la expresién génica, y no exactamente
Ilevar a proliferacidn, sino que se activan genes de induccion de apoptosis como una forma de
modulacion negativa, con el fin de prevenir la posible formacion de tumores; dando como
resultado una elevada actividad de p53 en células que sobreexpresan B-catenina en condicio-
nes experimentales, tal y como lo describe Albuquerque; et al., (2002). Esto puede explicar el

efecto negativo del LiCl sobre la proliferacion celular que anteriormente se menciono.

Localizacién de la proteina p-catenina en células HaCaT-E5 y HaCaT-LacZa.

Para determinar el efecto de E5 de VPH-16 sobre la localizacion de la proteina B-catenina en
células HaCaT, se realizaron IFIs para esta proteina a 9, 12 y 15 dias post-infecion del lenti-
virus que contenia el transgen E5. Como control se utilizaron células HaCaT infectadas con un
lentivirus que contenia el transgen LacZa de Escherichia coli, ya que esto nos asegura que
cualquier cambio observado es puramente por los efectos de E5 y no por el estrés causado por
la infeccion con el lentivirus, la seleccion de las células infectadas con el antibiotico u algn
otro factor presente durante el proceso. En los resultados se observo una acumulacién de -
catenina en el citoplasma de las células HaCaT-E5 (Fig. 13) que incrementd conforme al tiem-
po, ya que 15 dpi se observaron mas campos de células con dicho fenémeno. Por otro lado, en
las células HaCaT-LacZa la localizacion de B-catenina fue similar a lo que se observé en las

células HaCaT en condiciones basales: en la membrana citoplasmatica.
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Células

p-catenina

HaCaT-LacZa
9dpi

HaCaT-E5
9 dpi

HaCaT-LacZa
12 dpi

HaCaT-E5
12 dpi

HaCaT-LacZa
15 dpi

HaCaT-E5
15 dpi

(Isotipo)

Nucleo Merge Merge*

Figura 13. IFI de células HaCaT que expresan el gen E5 y LacZa.

La proteina p-catenina fue tefiida con FITC (verde) y el nicleo con yoduro de propidio (rojo).

El isotipo sin sefial nos asegura que no hay union inespecifica del anti p-catenina. Las flechas

blancas indican la acumulacion de g -catenina en citoplasma a diferentes tiempos post-

infeccion. Merge es la unién de todos los cortes dpticos seriados o proyecciones méaximas. Por otro lado, Merge* es un solo corte,

elimina la informacién proveniente de otros planos.



Kivi, et al. (2008) demostraron mediante un ensayo de “reparacion de heridas” que E5 incre-
menta la motilidad de las células HaCaT. Ellos comprobaron que las células que expresaban
E5 eran capaces de cerrar mas rapidamente una “supuesta” herida en comparacion con
aquellas que no expresaban el gen, sin que hubiera un aumento significativo en el nimero de
células, es decir, su proliferacion no se afectaba por la presencia de E5. Esto sugiere que si
bien E5 puede modificar la ubicacion de B-catenina de alguna forma, no provoca su transla-
cién al nacleo ni su activacion consecuente. Ademas, in vivo la adhesion celular se altera por
pérdida parcial de las uniones adherentes en las que B-catenina y E-cadherina participan,
dichas proteinas cambian su localizacion de la membrana citoplasmatica a citoplasma celular
en muestras con lesiones intraepteliales escamosas cervicales; siendo esto un factor determi-
nante para la progresion y propagacion del cancer cervical (Rodriguez-Sastre, Gonzalez-

Maya; et al., 2005).

De hecho, este fendmeno estd muy bien documentado por Rodriguez-Sastre, et al. (2005),
ellos reportaron la acumulacion de B-catenina en el citoplasma y muy poca o casi nula en el
nucleo celular en muestras de cancer cervical. S6lo en 3 de 58 muestras de pacientes con
lesiones intraepiteliales escamosas y cancer cervical (adenocarcinoma, carcinoma escamoso 0
adenoescamoso), se observo la presencia de B-catenina nuclear, también confirmaron que no
existia mutacion en CTNNB1, como dato adicional. Estas observaciones realizadas in vivo
respaldan lo obtenido en este trabajo in situ, donde la acumulacion sélo ocurre en citoplasma.

La causa puede deberse a dos razones: la primera, la existencia de un mecanismo apoptotico
que evite la acumulacion de B-catenina en el nicleo, que se consideraria como el mismo efecto
que se obtiene al tratar las células con LiCl; y la segunda, quizas la principal es que puede
deberse a una accion alterna de APC, la cual ademas de actuar en el complejo de degradacion
de B-catenina, también regula su exportacion del ndcleo hacia el citoplasma, como se repre-
senta en la figura 14. La proteina APC, a diferencia de B-catenina, si presenta NES que se
asocia con receptores CRM1 (también denominado Xpol). De hecho, Henderson, et al. (2000)
afirmaron que APC s6lo actia como chaperona para la eliminacion de B-catenina. Por otro

lado, se han reportado de igual forma que, asi como B-catenina es capaz de entrar al nucleo sin

50



ayuda de factores intracelulares, también puede salir independientemente de la accion de
exportinas o0 de CRML1, receptor presente en el nacleo (Eleftheriou, Yoshida; et al., 2001). Sin
embargo, la siguiente cuestion que se plantea es, de regreso en citoplasma ¢por qué p-catenina

no es degradada como constitutivamente lo seria?

Modificada de Henderson (2000).
Figura 14. Exportacion de g-catenina del nucleo.

Modelo que postula la adecuacion de los niveles de S-catenina nuclear mediante su exporta-

cion a citoplasma mediada por APC.
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Abundancia relativa de la proteina p-catenina en células HaCaT-E5 y HaCaT-LacZa.

La figura 15 muestra un ensayo representativo de la inmunodeteccion en fase solida realizados
para determinar la expresion de la proteina B-catenina en extractos de células HaCaT-E5 y
HaCaT-LacZa, éstas ultimas como control. Después de normalizar con un control de carga
como actina (proteina constitutiva y encontrarse en todas las células); se determiné la abun-
dancia relativa de B-catenina mediante un analisis densitométrico de la intensidad de las
bandas. Los resultados fueron tratados estadisticamente, de tal forma que arrojaron que solo
existia cambio significativo en la expresion de B-catenina a 15 dias posteriores a la infeccién

(gréfico 1).

LacZo/E5 LacZo/E5 LacZo/E5

92 kDa [-catenina

42 kDa = Actina

9dpi 12 dpi 15 dpi

Figura 15. Inmunodeteccion en fase solida de g-catenina.

Expresion de p-catenina en las células HaCaT-E5 y HaCaT-LacZa (control) en diferentes dpi.
La expresion de actina se utilizd6 como control de carga para normalizar y determinar los
cambios en la expresion de f-catenina. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, sélo se

muestra un ensayo representativo.
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Proteina B-catenina en células yaCaT

5 7;
= % * p<0.05
0.5- %
0.0 Z %

Gréfico 1. Cambios en la concentracion relativa de g-catenina.
Las diferencias de la proteina en las células HaCaT-E5 con respecto a HaCaT-LacZa, s6lo se
observa cambio significativo a 15 dias de la expresion del gen E5. El analisis se realizd con

prueba t de student.
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La respuesta a por qué B-catenina no es degrada como constitutivamente lo seria una vez de
regreso al citoplasma podria ser debido a que E5 pudiera alterar la unién de la ubiqutin ligasa
B-TrCP con B-catenina; tal y como se cree que sucede con c-Cbl en la via de degradacion
proteosomal del receptor del factor de crecimiento epidermal (Zhang, Srirangam; et al., 2005),
provocando la consecuente acumulacion erratica y gradual de B-catenina en citoplasma a con-
secuencia de la inhibicién en la accion proteosomal. Suponiendo que esta via fuera la accion
que provoca E5 sobre B-catenina, concuerda acertadamente con la razon por la que p-catenina
no es eliminada después de que es exportada del nicleo por accion de APC. Esta hipotesis se
respalda bien con el aumento cuantificable y estadisticamente significativo de p-catenina en
HaCaT-E5 a los 15 dpi (Gréfico 1), ademas de los resultados de las IFs en las mismas células
(Fig. 13). Ademas, no se ha reportado otro mecanismo adyacente que pueda efectuar la pro-

teina E5 de VPH-16 para evitar la degradacion de p-catenina.

Por otro lado, también se ha planteado que E5 puede afectar el transporte de p-catenina hacia
la membrana citoplasmatica después de su biosintesis. Es decir, las caracteristicas hidrofobicas
que E5 posee le permiten tener una gran afinidad por las membranas celulares, provocando la
alteracion de vesiculas transportadoras, como es el caso del complejo principal de histocompa-
tibilidad de clase | ocasionado por E5 de VPH-16 (Leykauf, Salek; et al., 2004). Asi mismo,
debido a que no se observaron cambios en las uniones intercelulares de las células HaCaT-E5,
se propuso que las células podrian poseer un mecanismo que favoreciera la sobreexpresion de
B-catenina para compensar la retencion citoplasmatica de la misma, evitando asi alguna

alteracion en las uniones intercelulares.
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Localizacion y abundancia de la proteina B-catenina en las células a6-int°iCD71d9im

Para determinar la localizacion de la proteina B-catenina en la subpoblacion de células con
caracteristicas de troncalidad a6-integrina®'CD71%™ se estandarizaron las condiciones para IFI
en células que fueron separadas por citometria de flujo mediante los marcadores de superficie
ab-integrina y CD71. Esta estandarizacion se realizo debido a que las células separadas (2000)
no podian ser tratadas de igual forma que células en monocapa y esto se reflejaba en union
inespecifica de los anticuerpos observada como sefial positiva en el control de isotipo (Fig. 16,

Ay B).

En primera instancia, se utilizé un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a Alexa
Fluor 594 (rojo) para evitar cualquier cruce de fluorescencia con los flurocromos PE y PE-Cy5
acoplados a los anticuerpos utilizados para la separacion por citometria de flujo, y ain con esta
precaucion se verificd que asi sucediera, mediante la observacion en el microscopio de las
células separadas por citometria (Fig. 16, C). Asi mismo, la tincidén para inmunofluorescencia
realizada Unicamente con el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo acoplado a Alexa
Fluor 594) puso en claro que no existia union inespecifica por parte del mismo (Fig. 16, D).
Por otro lado, la inespecificidad observada con el isotipo (Fig. 16, B) no permiti6 asegurar que
en la muestra tefiida para B-catenina se estuviera observando con precision la proteina en

cuestion (Fig. 16, A).
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Nucleo Merge Merge*

HaCaT
p-catenina

HaCaT
isotipo

HaCaT
CD71y ab-int

HaCaT
solo
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Figura 16. IFI de células HaCaT después de su separacion por citometria de flujo.

La dilucion 1:50 del anticuerpo anti p-catenina (A) y su equivalente del isotipo (B) no permite
discernir con precision la presencia de f-catenina dada la inespecificidad que se observa con
éste altimo. Los fluorocromos PE y PE-Cy5 acoplados a los anticuerpos anti a6-integrina y
anti-CD71 respectivamente, utilizados en la citometria de flujo no interfieren con el fluoro-
cromo Alexa Fluor 594 acoplado al anticuerpo secundario utilizado para la inmunofluores-
cencia (C). El anticuerpo secundario anti 1gG de conejo acoplado a Alexa Fluor 594 no se

une de manera inespecifica a las células (D). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Merge es la

unién de todo los cortes opticos seriados o proyecciones maximas. Por otro lado, Merge* es un solo corte, elimina la informacion
proveniente de otros planos.
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Al pasar las células por el citometria de flujo, las células son sometidas a cierto estrés debido a
la aplicacion de cargas eléctricas para llevar acabo su separacion, por lo que pueden sufrir
modificaciones de ciertas caracteristicas fisicoquimicas en sus estructuras proteicas. De tal
forma que se implementaron cambios en los parametros de la metodologia de IFI con los que
se habia iniciado. Es decir, en primera instancia se buscaba que las células con caracteristicas
de troncalidad obtenidas de la separacién mantuvieran su homogeneidad, de tal forma que la
IF se realizaba después de 6 horas de cultivo, y asi se permitia su adherencia al cubreobjetos
evitando su proliferacion. Sin embargo, este periodo de cultivo se modificd hasta considerar
24 horas como la mejor opcion, ya que a este tiempo las células se encontraban bien adheridas
al cubreobjetos y la distribucion de B-catenina era distinguible. Ademas, el hecho de no
trabajar con células en monocapa y contar con solo 2,000 células implicaba que la cantidad de
anticuerpo requerida seria menor. Por lo que la metodologia utilizada en células en monocpa
se modifico. Se tituld el anticuerpo secundario y se eligié una dilucién de 1:300. Por otro lado,
se titulo del anticuerpo primario anti B-catenina y se eligio 1:300 en suero de cerdo al 5% con
incubacion a 4°C durante toda la noche. Ademas se probaron varias condiciones de blogueo y
se selecciond 5% de suero de cerdo por 2 horas a temperatura ambiente, la cual permitié una
mejor identificacion de B-catenina. De esta forma se obtuvieron las condiciones Optimas para
la IFI de las subpoblaciones a6-int?iCD714m (Fig. 17, A) y no a6-inttiCD714m (Fig. 17, B) de
células HaCaT, sin que se observara fondo alguno con el control de isotipo (Fig. 17, C).

Con estas condiciones se pudo observar en ambas subpoblaciones la localizacion de p-cate-
nina, la cual se mantuvo en su estado basal. Y ya que se trataba de HaCaT wt, se localiz6 en

membrana citoplasmatica el lugar donde se esperaba encontrar.
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Figura 17. IFI de células HaCaT con caracteristicas de troncalidad.

24 horas después de su separacion, las células fueron tefiidas con Alexa Fluor 594 (rojo) para
evidenciar la presencia de S-catenina, y el nucleo con DAPI (azul). Se muestran 2 subpobla-
ciones: troncal (A) y no troncal (B). El isotipo no muestra sefial fluorescente lo que indica

mejora en la técnica (C) Merge es la union de todos los cortes 6pticos seriados o proyecciones maximas. Por otro lado, Merge*

es un solo corte, elimina la informacién proveniente de otros planos.

Por otro lado, para determinar la abundancia relativa aproximada de -catenina en la subpobla-
cién troncal y no troncal, y debido a que la cantidad obtenida de células de la separacién por
citometria es muy baja (s6lo 2000 células) y por ende muy dificil para determinarlo por
inmunodeteccion en fase solida, se realizé una cuantificacion de la intensidad media de fluo-
rescencia de un total de 100 células. Con el fin de determinar si existia, en primera instancia,
diferencia entre las subpoblaciones a6-intt"CD71%M y no a6-intt"CD719™ de células HaCaT.
Se midi6 sélo la periferia que es donde se encuentra la proteina pB-catenina en estado basal;

determinando que no existe diferencia significativa (Grafico 2) entre las subpoblaciones, y



aunque es de poca relevancia considerando que ambas provienen de una poblacién de HaCaT

wild type, es un antecedente importante para futuros ensayos.
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Grafico 2. Comparacion de la intensidad media de fluorescencia.
Se midi6 la fluorescencia en 100 células de ambas subpoblaciones: no a6-intiCD719™m y ¢6-
intriCD719m de las células HaCaT wt. Se determind que no existia diferencia significativa

mediante una prueba t de student.

Uno de los objetivos de este trabajo era determinar el estado de B-catenina en la subpoblacion
a6-integrinaCD71%M con el fin de, finalmente, correlacionarlo con los resultados prelimina-
res obtenidos con anterioridad en este mismo equipo de trabajo, en donde se ha estado estu-
diando el efecto de E5 de VVPH-16 sobre células con caracteristicas de troncalidad a6-integri-
natiCD719m y se ha observado que estd subpoblaciéon aumenta hasta un 4% a los 12 dpi
después de mantenerse en valores normales de 1%. Sin embargo, 3 dias después (15 dpi) dicha
subpoblacion declina y regresa hasta valores normales (Reveles, 2015. Datos no publicados);
por lo que se pensaria en una modulacion de tal forma que genes de diferenciacion estén

activos, y que pB-catenina esté de alguna forma involucrada en el proceso.
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Sin embargo, la completa ausencia, al menos en poblacion total, de dicha proteina en el nicleo
permite pensar que el mecanismo involucra otra via de sefializacién; tal y como ocurre en
células HCT116, donde la expresion de MYC y CCND1 (ciclina D1) es independiente de f-
catenina, contrario a lo que se pensaria pues son genes blanco ya bien identificados del com-
plejo B-catenina/LEF (Chan, Wang; et al., 2002). Valdria la pena determinar la localizacion de
la proteina en subpoblaciones a6-integrina®CD7149My no a6-integrina®CD71%™ que expresen
ES.
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CONCLUSIONES

Al analizar a diferentes tiempos de expresion del gen E5 y LacZa la localizacion de la proteina
B-catenina se pudo observar diferencias solo en aquellos queratinocitos con presencia del gen
viral a mayor tiempo de expresion, aunque no provocd su acumulacion nuclear como se
esperaba, si promovio una concentracion mayor en el citoplasma celular, reflejandose también
como aumento en la abundancia relativa de la proteina, siendo una cantidad mayor de la
misma con significancia estadistica; de tal forma que con estos datos se pudo concluir con
certidumbre que E5 es capaz de modificar la ubicacion y cantidad basal de B-catenina en
células HaCaT. Asi mismo, estos resultados permiten asegurar que la proteina p-catenina no es
la causa, como factor de transcripcién proliferativo, del aumento de la subpoblacion o6-inte-
grinaCD719™ como habia sido observado en resultados preliminares de este mismo equipo

de trabajo, pues no se encontré correlacion alguna.

Por otro lado, al localizar con certeza a B-catenina en la subpoblacion a6-integrinab"CD719im
de células HaCaT, se permitira realizar ensayos méas profundos para entender y correlacionar
el fenotipo de las células infectadas con la persistencia e invasividad que caracteriza el cancer

cérvico-uterino por infeccion de VPH-16.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo abre la senda para subsecuentes proyectos en los cuales pueden determinarse aun
muchos factores. En primera instancia, analizar si B-catenina estd o no fosforilada al acumu-
larse en citoplasma. De tal caso que lo estuviera, encontrar la causa por la que no es degradada
por el proteosoma y hallar qué mecanismo de inhibicion es el que ejerce E5. Por otro lado,
demostrar si hubiese nula actividad transcripcional de p-catenina con genes reporteros, y en
dado caso confirmar experimentalmente que APC tiene como actividad constitutiva de exporte

al citoplasma de B-catenina.

Ademas, determinar el estado de la catenina en la subpoblacién a6-intt"CD71%M de células
que expresan E5. Asi como, determinar si B-catenina tiene relacion con el descenso de dicha

subpoblacion a 15 dias después de la introduccion del gen.

Un aspecto recalcable que puede agregarse a un futuro proyecto es cuantificar y corroborar la
actividad de p53 en aquellas células que expresen sélo E5 y aunado, altas cantidades de f3-
catenina; ademas, corroborar si la apoptosis estd aumentada (por efecto de p53), ya que como
se menciond anteriormente B-catenina, se propone, pueda causar un aumento de la muerte
celular programada. Y si se obtuviera alguna relacion, provocar la inactividad total de p53 y
corroborar la presencia de p-catenina en nucleo. Si se piensa en una forma integrativa de E5 y
E6 del VPH: la tumorigénesis puede deberse, ademas de otros mecanismos, a la actividad

descontrolada de B-catenina por efecto de E5, evitando la apoptosis por accién de EB6.
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ANEXO

Material y reactivos

Cultivo celular

Linea celular de queratinocitos humanos, HaCaT.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High glucose, D5648-1L, de Sigma-Aldrich,
adicionado con 44mM NaHCOz y 10 mM de HEPES; pH 7.2. Suplementado con 50 U/mL
de penicilina y 5000 pg/mL de estreptomicina, 2mM de L-glutamato y 1 mM de piruvato.
Suero fetal bovino (SFB).

Puromicina.

PBS, buffer salino de fosfatos: NaCl 0.8 %, KCI 0.02 %, Na;HPO4 0.144 % y KH2POq4
0.024 %; pH 7.4.

Inmunodeteccién en fase sélida

Buffer RIPA-Bolen: 150 mM NaCl, 10 mM Tris HCI, 0.1 % SDS, 1% Triton x-100, 1%
desoxicolato, 5 mM EDTA, disuelto en PBS; pH 7.2.

Inhibidor de proteasas Complete®, Roche.

Bio-Rad, DC Protein Assay Kit (Método de Lowry), catalogo: 500-0114.

Azul de coomassie, solucion: metanol 50%, acido acético 10%, agua bidestilada 40% y
pizca azul de coomasie.

Solucidn destefiidora: metanol 5%, ac.acético 7%, agua bidestilada 88%.

Buffer de carga Laemmli 2x: 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, glicerol, SDS 10 %, Azul de bromo-
fenol 0.5%, B-mercaptoetanol 0.05%.

Rojo de Ponceau: 1 % de rojo de ponceau, 15 % de acido sulfosalicilico, 15 % de acido
tricloroacético.

Poliacrilamida Separador al 8%: Acrilamida-Bis al 30%, RGB (Tris Base 1.5 M, SDS 0.4%;
pH 8.8) 4x, Persulfato de sodio al 10 %, TEMED.

Poliacrilamida Concentrador al 5%: Acrilamida 30%, SGB (Tris base 0.5 M, SDS 0.4%; pH
6.8) 4x, Persulfato de sodio al 10 %, TEMED.

Buffer de corrida 1x (RB -running buffer-): Tris base 0.3%, Glicina 1.44% y SDS 0.1%.
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Buffer de transferencia, pH 8.3: Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 %.
Membrana de nitrocelulosa, Cat. #162-0097, Bio-Rad.

Leche en polvo baja en grasa.

Anticuerpo monoclonal primario contra actina, obtenido de ascitis de ratén.
« Anticuerpo policlonal primario de conejo contra B-catenina (H-102): sc-7199, Santa Cruz

Biotechnology, Inc.

Anticuerpo secundario policlonal contra IgG de conejo acoplado a horseradish peroxidase.

Anticuerpo secundario policlonal contra IgG de ratén acoplado a horseradish peroxidase.

ECL (enhanced chemiluminescence) Luminol, H202, Amershman Pharmacia Biotech.
Solucion de revelado, Kodak GBX, ref. 190-0943.
Solucién fijadora, Kodak GBX, cat. 190-1875.

Inmunofluorescencia en células totales
 Azul de tripano, en solucion al 4 % en agua destilada y estéril.

« Anticuerpo policlonal de ratén contra a6-integrina acoplado a PE: 551143, BD Pharmingen.

Anticuerpo policlonal de rata contra CD71 acoplado a PE-Cy5: 555736, BD Pharmingen.
Paraformaldehido (PFA) solucién al 4 % en PBS, Cat. #30525-89-4, Sigma Chemical Co.
Triton X-100, solucion al 0.25 % en PBS, 9002-93-1, Sigma Chemical Co.

Suero de cerdo.

« Anticuerpo policlonal primario de conejo contra p-catenina (H-102): sc-7199, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

« Anticuerpo policlonal primario normal de conejo: sc-2027, Santa Cruz Biotechnology, Inc.

« Anticuerpo policlonal secundario contra IgG de conejo acoplado a FITC.

» Tween 20 (polisorbato 20), Cat. #96917, Reserch Organics Inc.

« IP, Yoduro de propidio solucion 1pg/mL.

Inmunofluorescencia, estandarizacion para subpoblacion de células HaCaT
« PBS*, PBS adicionado con 2 % de SFB y 1% HEPES.

« Solucion de bloqueo: PBS adicionado con 2 % de SFB y 2 % de albumina sérica bovina.
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Solucién de marcaje.
Anticuerpo policlonal secundario contra IgG de conejo acoplado a Alexa 594.

DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol), solucion en PBS 1:10 000.

Material consumible y equipo

Incubadora, Panasonic, modelo: MCO-20AIC-PA.

Campana de seguridad bioldgica, NuAire Tipo Il A2, modelo NU-425.
Cajas de cultivo de 60 y 100 cm, Corning.

Tubos de fondo conico de 15y 50 mL, Corning.

Microscopio Optico invertido, America Optical Corporation.

Cémara de Neubauer mejorada, Marienfeld Superior; catalog. #0640010.
Citometro de flujo MoFlo de Beckman Coulter.

Microscopio confocal Leica DM 6000 CS, con hardware: Leica Application Suite Advanced
Fluorescence (LAS AF) 4.0.0.11706. Asi mismo LAS AF Lite.

ImageJ 1.48v. National Institutes of Health (NIH) de EE.UU..
Micropipetas de 2, 20, 200 y 1000 uL, Gilson.

Puntas para micropipeta, Axygen.

Tubos de microfuga de 0.6 y 1.5 ml, Axygen.

Agitador magnético y parrilla, Cole Parmer, modelo 4658.

Agitador orbital, VWR, modelo DS 500.

Termometro LAUKA04025, modelo 350.

Lector de placas Benchmark, Bio-Rad, cat. 170-6850.

Medidor de pH, modelo PHI 44, Beckman.

Hielo seco y hielo himedo.

CO2
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