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Resumen

En esta tesis estudiamos el papel de la oncoproteina E7 del papilomavirus humano
16 (VPH16) sobre el sellado de las uniones estrechas (UEs) asi como en la expresién
de las claudinas en el cérvix murino y en las células MDCK. En los ratones
transgénicos K14E7 con tratamiento de 17p-estradiol (E;), observamos que en el
cancer invasor del cérvix, disminuye la expresion de las claudinas -1 y -10. También
encontramos un incremento transitorio en la expresion de la claudina-1 en el cérvix de
los ratones K14E7 de 2 meses de edad, y una concentracion temprana (2 vs 7
meses) de la claudina-10 en el borde de las células superficiales del cérvix de los
ratones FvB que se trataron con Ej,, y en los animales K14E7 tratados o no con E.
Estas modificaciones se acompafiaron de un aumento en la permeabilidad
paracelular del cérvix en los ratones FvB tratados con E; de 2 y 7 meses de edad, y
de manera mas pronunciada en los ratones K14E7 con o sin tratamiento con E,. En
las células MDCK la expresion de E7 ensancho el espacio paracelular entre las
células adyacentes y alteré la arquitectura de las monocapas. Ademas, indujo un pico
mas elevado de resistencia eléctrica transepitelial que se acompand de una
disminucién en la expresion de las claudinas -1, -2 y -10, y de un incremento de la
claudina-4. E7 ademas promovié la migracion de las células MDCK a través de una
matriz 3D, aumento la rigidez de la membrana apical e indujo la formacién de fibras
de estrés. Estas observaciones demuestran que la transformacion celular inducida
por la oncoproteina VPH16 E7, se acompafia por modificaciones en el patrén de

expresion de las claudinas y el grado de sellado de las UEs.
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Abstract

We have studied the role of HPV16 E7 oncoprotein on the sealing of tight junctions
(TJs) and the expression of claudins in mouse cervix and in epithelial MDCK cells. In
invasive cancer of the cervix present in 7 month-old transgenic K14E7 mice treated
with 17B-estradiol (E;), we observed a reduced expression of claudins -1 and -10. In
addition, we also found a transient increase in claudin-1 expression in two month-old
K14E7 mice cervix, and an earlier accumulation of claudin-10 at the border of cells in
the upper layer of the cervix in FvB mice treated with E,, and in K14E7 mice treated or
not with E,. These changes were accompanied by an augmented paracellular
permeability of the cervix in 2 and 7 month-old FvB mice treated with E,, which
became more pronounced in K14E7 mice treated or not with E,. In MDCK cells the
stable expression of E7 widens the space between adjacent cells and alters the
architecture of the monolayers, induces the development of an acute peak of
transepithelial electrical resistance accompanied by a diminished expression of
claudins -1, -2 and -10 and an increase in claudin-4. Moreover, E7 enhances the
ability of MDCK cells to migrate through a 3D matrix and induces cell stiffening and
stress fiber formation. These observations reveal that cell transformation induced by
HPV16 E7 oncoprotein is accompanied by changes in the pattern of expression of

claudins and the degree of sealing of epithelial TJs.
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I. Introduccién

1. Epidemiologia del cancer cervical

El carcinoma cervical ocupa el cuarto lugar de frecuencia y de mortalidad por
cancer en las mujeres, con unas tasas de incidencia y mortalidad de 6.6 y 7.5 %
respectivamente, considerando a los diez canceres mas comunes en las mujeres en
2018. En ese afo, en el mundo, se estimaron 570,000 nuevos casos de cancer
cervical y 311,000 muertes por este padecimiento. Ademas, en regiones del mundo
con un indice de desarrollo humano bajo a medio, el cancer cervical ocupa el
segundo lugar de incidencia (18.2 %) y mortalidad (12 %), después del cancer de
mama (Bray et al., 2018). En los Estados Unidos de America (E.U.A.) se estimaron
para el 2020, 13,800 casos nuevos y 4,290 muertes por cancer cervical. Asimismo, la
probabilidad de desarrollar cancer cervical invasivo desde el nacimiento hasta la
muerte en E.U.A.de 2014 a 2016fué de 0.6 % (Siegel et al., 2020). LIama la atencion
que desde mediados de los afios 1970s, la supervivencia para todos los canceres
aumentd en los E.U.A., con excepcion de los de cérvix y cuerpo uterino (Jemal et al.,
2017). En el cancer cervical, la tasa de supervivencia relativa a 5 anos, es de 92 %,
56 % y 17 % para lesiones focales, regionales y distantes, respectivamente.

El cancer cervical continua siendo la segunda causa de muerte por cancer
entre las mujeres de 20 a 39 afos de edad (Siegel et al., 2020). Este hallazgo,
subraya la necesidad de incrementar la vacunacién contra el virus del papiloma
humano (VPH) y la prueba de Papanicolaou/VPH (ADN). Al respecto, en el 2015 en
E.U.A. aproximadamente, la mitad de las adolescentes no recibieron la vacuna contra
el VPH, y solo el 43 % de las mujeres de 30 afos se realizaron las pruebas de
Papanicolaou/VPH (ADN) (Siegel et al., 2020).

Las vacunas profilacticas contra el VPH, estuvieron disponibles en los paises

de ingresos altos desde el 2006. La primera generacion de estas vacunas protege
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contra los VPH -16 y -18, responsables del 70 % de los canceres cervicales invasores
(Group, 2007; Paavonen et al., 2009), mientras que la vacuna de segunda generacion
(vacuna 9-valente) ofrece una proteccion mas amplia que abarca a los VPH
responsables de hasta el 90 % de los canceres cervicales (Joura et al., 2015;
Kavanagh et al., 2017). Sin embargo, ya que las vacunas se dirigen a pre-
adolescentes o adolescentes jévenes, no sera sino hasta después de varias décadas
cuando se podran observar sus beneficios.

En los paises de ingresos bajo y medio, las vacunas anti VPH tienen aun poca
penetracion. Asi, en el 2016, solamente el 14 % de estos paises establecieron
programas de vacunacion (Gallagher et al., 2018), y tan solo el 3 % de la poblacion
adolescente en las regiones menos desarrolladas tuvo acceso a las vacunas (Bruni et
al., 2016).

En 2019 la Qrganizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso la estrategia
global 90-70-90 para la eliminacién del cancer cervical. Esta consiste en una triple
intervencién: 1) vacunacion del 90 % de las mujeres contra multiples tipos de VPH;
2)tamizaje a realizarse dos veces en la vida en el 70 % de las mujeres entre 35 y 45
anos de edad, y 3) acceso a tratamientos de pre-cancer, cancer y cuidados paliativos
en el 90 % de las mujeres diagnosticadas con cancer cervical (Canfell et al., 2020).
Esta estrategia busca reducir la incidencia de cancer cervical, estandarizada por edad
a 0.7 casos por cada 100,000 mujeres y la tasa de mortalidad a 0.2 por cada 100,000
mujeres, en 78 paises de ingresos bajos. De esta manera se piensa evitar la
aparicion de 74 millones de casos nuevos de cancer cervical y de 62 millones de
muertes por este padecimiento en el siguiente siglo (Brisson et al., 2020; Canfell et
al., 2020).

2. El virus del papiloma humano

Los papilomavirus infectan epitelios escamosos en todo el reino animal (Mittal
and Banks, 2017; Munger et al., 2004), y en humanos, producen infecciones en

epitelios multi-estratificados como la piel, el eséfago, la vagina y el cérvix (Stanley et
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al., 2007; Wang et al.,, 2018). Los papilomavirus han cohabitado con la especie
humana por miles de anos, sufriendo pocos cambios en su composicion genémica.

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae (McLaughlin-Drubin et al., 2012;
Munger et al., 2004; Wang et al., 2018). Es un virus pequefio de 52-55 nm de
diametro, sin envoltura y con una capside icosaédrica. Contiene un genoma de ADN
de doble cadena de 8,000 pares de bases aproximadamente. El analisis de su
secuencia revela mas de 200 genotipos que causan diversas lesiones epiteliales
(Gunasekharan et al., 2016). Los papilomavirus se distribuyen en 16 géneros y los
humanos se agrupan en 5 de ellos (de Villiers et al.,, 2004). Los géneros mas
importantes que comprenden al 90 % de los papilomavirus humanos son los a y el
(de Villiers et al., 2004; Doorbar, 2006), mientras que el 10 % restante se clasifica en
los géneros v, u 'y n (Doorbar, 2006).

Los VPHs B se conocen como asociados a gpidermodisplasia verruciformes
(VPH-EV) ya que infectan a las células epiteliales cutaneas (McLaughlin-Drubin et al.,
2012). Los VPH de los géneros vy, u y n causan papilomas cutaneos y verrugas que
no progresan a cancer (Doorbar, 2006).

El género VPH a es el mas grande y en él se encuentran los virus que infectan
a los epitelios genitales, aunque también en este género esta presente un grupo
menor de virus que infectan a la piel y causan verrugas que raramente llegan a
cancer (Doorbar, 2006; McLaughlin-Drubin et al., 2012). Los virus del género a, se
clasifican de acuerdo a su grado de malignidad en bajo y alto riesgo. Los ultimos
producen lesiones que pueden progresar a cancer, por lo que se les conoce como
VPHs-asociados a cancer (Doorbar, 2006). Estos virus inducen cancer cervical, pero
también pueden inducir carcinoma orofaringeo o generar carcinomas del tracto
anogenital, es decir del ano, vulva, vagina o pene. (McLaughlin-Drubin et al., 2012;
zur Hausen, 2002) (Tabla 1).
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Tabla 1. VPH de bajo y alto riesgo

VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82

VPH de bajo riesgo 6, 11,40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81

Los VPHs 16 y 18 son responsables del 70 % del cancer cervical y del 50 % de
las neoplasias intraepiteliales cervicales de grado Il (NIC Ill). En cambio, los VPHSs -6

y -11 son responsables del 90 % de las verrugas genitales (Smith et al., 2007).

3. El genoma del VPH

Los genomas de los distintos VPHs presentan entre si una estructura basica
muy similar, con un rango de homologia del 45 % al 85 % (Doorbar, 2006). Su ADN
es de cadena doble circular con 8,000 pb aproximadamente y presentan 8 marcos
abiertos de lectura unidireccional (ORF) (Figura 1). Sélo una de las cadenas de ADN
sirve de molde para la transcripcion de tres regiones: 1) La region larga de control
regulatorio no codificante que contiene un origen de replicacién y elementos de
control transcripcional (URR o LCR, ~1 kb). 2) La region de genes tempranos (E, del
inglés early, ~4 kb) que codifica a proteinas relacionadas con la replicacion (E1), la
transcripcion (E2), la amplificaciéon del genoma viral (E4 y ES), y la transformacion
celular (E6 y E7). 3) La region que codifica a los genes tardios L1y L2 (L, del inglés
late,~3 kb) para las proteinas principal y minoritaria de la capside (Ganguly and
Parihar, 2009; Stanley et al., 2007), asi, como a los mediadores E1AE4 y E5 de las
funciones virales tardias, (Hummel et al., 1992). Los viriones se ensamblan en las
células diferenciadas y posteriormente se liberan al ambiente extracelular (Woodman
et al., 2007). Estas nuevas particulas virales infectan a otras células, y de esta

manera continua el desarrollo de la carcinogénesis cervical (Figura 2).
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Figura 1. Representacién esquematica del genoma del VPH. El genoma del VPH consta de
aproximadamente 8,000 pb de cadena doble de ADN circular. Presenta 8 marcos abiertos de lectura y
una region regulatoria. Los genes del VPH se designan como E o L, en referencia a su expresion
temprana o tardia en el epitelio. E1, E2, E5, E6 y E7 se expresan durante la diferenciacion temprana del
epitelio, E4 se expresa en todo el proceso de la diferenciacién epitelial, y L1 y L2 se expresan durante

las etapas finales de la diferenciacién. Imagen tomada de (Doorbar, 2006).

3.1 Elciclo de vida del papilomavirus humano depende de la diferenciacion de
las células epiteliales del cérvix

El ciclo de vida productivo del VPH se vincula al grado de diferenciacion de las
células del tejido hospedero (C. Lee, 2007). La replicacion del genoma del VPH
durante el ciclo de vida productivo, se divide en tres fases: establecimiento,
mantenimiento y amplificacion del genoma. El blanco de la infeccion inicial son las
células epiteliales basales del cérvix que quedan expuestas al virus como resultado
de microlesiones en el epitelio estratificado (Woodman et al., 2007). La fase de
establecimiento es posterior a la infeccion. Después de la entrada de los viriones a
través de los endosomas, el ADN viral unido a la proteina L2 entra al nucleo (Doorbar
et al., 2006). EI ADN viral inicia varios ciclos de replicacion, generando de 10 a 100
copias por célula basal en plasmidos extracromosomales (Stubenrauch and Laimins,
1999).
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La replicacion del genoma viral ocurre en la fase S del ciclo celular, con el
mantenimiento de un numero constante de copias que pueden permanecer asi por
décadas gracias a la expresion de las proteinas E1 y E2 (Steger and Corbach, 1997,
Stubenrauch et al., 1998). El nivel de la proteina E2, regula la transcripcion temprana
del VPH. Asi, un numero bajo de copias de E2 activa la expresion de E1, mientras
que un nivel alto de E2, reprime la transcripcién de E1 y E2 (Stubenrauch et al.,
1998). De este modo, la expresion de las proteinas de replicacion y el numero de
copias virales, se mantienen estables y en un nivel 6ptimo en las células
indiferenciadas.

En el cérvix, después de la division de las células en la capa basal, una de las
células hijas migra a la capa suprabasal empezando asi el proceso de diferenciacion.
Las células normales no infectadas, salen del ciclo celular después de migrar a la
capa suprabasal. Por el contrario, las células infectadas aunque se diferencian,
permanecen en el ciclo celular (Stubenrauch and Laimins, 1999). Esto les permite
entrar de nuevo a la fase S y mantener la replicacion productiva del ADN viral. La
habilidad de las células infectadas y diferenciadas para progresar en el ciclo celular,
se debe a la accidén de la oncoproteina E7 (Cheng et al., 1995; Flores et al., 1999).
Después de la diferenciacién, la transcripcion de E1 pasa de ser regulada por el
promotor temprano P97 a ser controlada por el promotor tardio P742 (Klumpp and
Laimins, 1999). A lo largo del ciclo de vida viral el nivel de ARN de E2 permanece
constante mientras que el nivel de ARN de E1 aumenta durante el periodo de maxima
amplificacion del genoma. Esto sugiere que E1 es el principal regulador de la
amplificacion del genoma viral, en preparacion para el empaquetamiento del ADN y la
morfogénesis del virion (Ozbun and Meyers, 1998).

En sintesis se dice que hay 3 modos de replicacién del VPH durante su ciclo
de vida. Cuando entra a la célula, en la fase de establecimiento, el genoma viral se
amplifica generando un bajo numero de copias. En la segunda fase denominada de
mantenimiento, el genoma se replica con un numero constante de copias en sincronia
con el ADN celular de las células en division. Finalmente, en la fase productiva

también conocida como vegetativa, el ADN viral se amplifica para generar un gran
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numero de copias en las células diferenciadas y su destino es el empaquetamiento en

capsides virales (McBride, 2017).

3.1.1 Replicacion del ADN del papilomavirus por circulo rodante

La replicacion en circulo rodante es un proceso de replicacion unidireccional de
acido nucleico que puede sintetizar rapidamente multiples copias de las moléculas
circulares de ADN a ARN tales como plasmidos, genomas de ciertos bacteriéfagos,
virus de ADN monocatenario y viroides. Algunos virus de células eucarioticas también
replican su ADN mediante este mecanismo.

En el papilomavirus, a medida que dos horquillas de replicacion que contienen
el hexamero E1 progresan en direcciones opuestas del origen viral, la replicacion
bidireccional ha sido considerada como un modo basico de replicacion del ADN del
VPH. La replicacion bidireccional se demostré claramente con un plasmido que
contiene el origen del VPH, en un extracto crudo de las células 293 de riidn
embridnico humano (HEK293), que no son células huésped naturales para el VPH.
Sin embargo, un estudio previo en células W12, las cuales, se aislaron de una lesion
intraepitelial cervical y conservan los genomas del VPH16 como episomas, reportd
que la replicacion del genoma del VPH16 cambia de modo bidireccional a
unidireccional en la diferenciacién celular, que implica un modo de replicacién en
circulo rodante del VPH que depende de la presencia de E1 y E2 (Kusumoto-Matsuo
etal., 2011).

3.2 Carcinogénesis cervical

El desarrollo del cancer cervical transcurre por cuatro etapas (Schiffman et al.,
2007):

1) Transmision del VPH. Las infecciones anogenitales se transmiten

principalmente a través del contacto piel con piel y mucosa con mucosa. La

mayoria de las mujeres en el mundo se infectan de VPH durante su vida
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sexual y aproximadamente el 10 % desarrollan una infecciéon duradera de VPH
que las pone en riesgo de desarrollar cancer cervical.

2) Persistencia del virus. La mayoria de las infecciones por VPH con
anormalidades citolégicas o no, se eliminan o suprimen por la inmunidad
celular dentro de los 2 primeros afos de la exposicion al virus. Con la
persistencia prolongada del VPH, la probabilidad de eliminacién del virus
disminuye y el riesgo de desarrollar pre-cancer aumenta. Aun asi, solo el 10 %
de las infecciones por VPH que persisten por varios afios, se vinculan al riesgo
de desarrollar pre-cancer (Schiffman et al., 2007).

3) Progresion a pre-cancer. En términos de histopatologia la etapa de pre-cancer
se alcanza cuando el tejido presenta displasia severa, o se clasifica como una
NIC Ill 6 carcinoma in situ. En esta etapa, las células con anormalidades
genéticas reemplazan casi todo el grosor del epitelio cervical. La edad
promedio del diagndstico de pre-canceres entre los 25 a 35 afos y se presenta
aproximadamente 10 afios después de la infeccion. El tipo de VPH determina
el riesgo de la persistencia viral y la progresién a pre-cancer.

4) Invasion de las células cancerosas. Cerca del 20 al 30 % de los pre-canceres,
tienen el riesgo de progresar a cancer invasor en un periodo de 5 a 10 afos, y
por ello, el periodo de mayor riesgo para el desarrollo del cancer cervical

invasor es entre los 35 y 55 afios de edad.

La integracién del genoma del VPH al de la célula hospedera, es un evento
selectivo. Cuando ocurre rio abajo de los genes temprano E6 y E7 en la regiéon E1 6
E2 con la pérdida o disrupcidén de E2, favorece el desarrollo del cancer, ya que se
pierde la inhibicion de la expresion de los oncogenes E6 y E7 por E2.

El ADN viral que se integra al genoma de la célula hospedera es mas estable
que la forma episomal y en consecuencia aumenta la expresion de los oncogenes E6

y E7 y la progresién del cancer cervical (Schiffman et al., 2007) (Figura 2).
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En la carcinogénesis cervical también puede presentarse una etapa de
regresion o aclaramiento donde se elimina la infeccion por VPH, y se pasa del pre-

cancer a la normalidad.

Cérvix normal Lesion intraepitelial escamosa Cancer invasor
N T
Bajo grado Alto grado

Neoplasia intraepitelial cervical

Grado | i Grado I ] Grado Il
Infeccion particulas o Ted AR
virales . . o o
. ¢ 002 . '\/\‘:.‘ N B$AG Xo [5) 0 fol -
Epitelio escamoso S . . OB e Yo ° o< 0 ° ° 5 olo
B 5 Pt R OROVA Y S e LA VAV
Células superficiales[ 2 ° 0 L%y SO0 ) = b °
o o° P 0 /e Sl ooco,o °0 s o°°
" = ° 2\ o7 -0f N\ K% o ° AR 4 i AN )
VAV AIAS 9 > °.~: P Ooooo °° o ooo o
(%)
zonamedia | (PO JO K CROA « Yo WA\ Y e °°°o° z .
o oYX yo N> NS 0 % Yo \% Yo 10 oY e
i © Lo (o> 9 olo\® 0
0l© © . Qo (0 ( o ° o\ 2 >0 VACUS A
Celulasbasales[ ololololololoiolo 010 ooo 0 o) o) o\° oo = ATINA o\o
Membrana basal === RS — —_— 20 DY —
Dermis e e i~ e e —— — -So\ oL 0 D
0 Y\o
°
L J © (9]
Episoma o
LCR Ed
EF .
Integracién

@ Nicleo con ADN viral {3 Sobreexpresion ) !
episomal E6y E7 ET L1 L2 LER EF EZ
@ Nucleo con ADN viral {3 Expresion genes [ . : : : k

. 1 1 1 1 1
integrado tempranos y - -l'rl'?—'—l

tardi
3 Nacleo normal ardios 5452 Host Eg o :Hns—t
12 [ DIk DA

Figura 2. Progresién del cancer cervical por VPH. El virus del papiloma humano tiene acceso a las
células basales a través de microlesiones del epitelio cervical. Después de la infeccidn viral, los genes
tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y E7 se expresan y el ADN viral se replica a partir del ADN episomal
(nucleos morados). En las células de la zona media y superficial el genoma viral se replica ain mas, y
los genes tardios L1y L2 y E4 se expresan. L1 y L2 forman una capside para los nuevos viriones en el
nacleo. La liberacion de estos nuevos viriones, puede re-infectar al epitelio. Las lesiones intraepiteliales
de bajo grado mantienen la replicacion viral productiva. La progresiéon de las lesiones a cancer invasor,
se asocia con la integracién del genoma del VPH al genoma de las células hospederas (nucleos rojos).
Esto produce la disrupcion o pérdida de E2 y aumenta la expresion de los oncogenes E6 y E7. Imagen
tomada de (Woodman et al., 2007).
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3.3 Laoncoproteina E6 del VPH

El gen E6 del papilomavirus codifica a un transcrito que se traduce en la
proteina E6 de 158 aminoacidos (aa), cuyas funciones se han estudiado en los VPH
de alto riesgo y en el virus del papiloma de bovino tipo 1 (BPV1). Las proteinas E6 y
E7 del VPH estan relacionadas estructuralmente. Por ejemplo, contienen motivos
Cys-X-X-Cys (CXXC) espaciados de forma similar, cuatro de ellos en E6 y dos en E7
(Figura 3 y 5). Estos motivos que se encuentran en varias proteinas de unién a acidos
nucleicos, son caracteristicos de las proteinas de union a zinc (Barbosa et al., 1989;

Grossman and Laimins, 1989).

Proteinas
EGAP PDZz
VPH16 E6 CXXC -Xog- CXXC CXXC -Xog- CXXC
128 147 151 aa

Figura 3. Esquema de la oncoproteina E6 del VPH-16. Las regiones involucradas en la
transformacioén celular se indican en gris, y algunas de las proteinas blanco de E6 se indican
junto a los residuos de aminoacidos de la zona a la que se asocian. Se indica también la

ubicacioén de los 4 motivos CXXC. Imagen tomada de (McLaughlin-Drubin and Munger, 2009).

La proteina E6 se requiere para el ciclo de vida productivo de los
papilomavirus, asi como para el mantenimiento del ADN viral en los cultivos de
queratinocitos (Park and Androphy, 2002; Thomas et al., 1999; Wu et al., 1994). En
estos cultivos, E6 en colaboracion con la proteina E7, induce la inmortalizacion celular
(Hawley-Nelson et al., 1989; Hudson et al., 1990; Munger et al., 1989a). E6 de los
VPH de alto riesgo forma un complejo con la proteina supresora tumoral p53
(Werness et al., 1990), y la enzima de ubiquitinizacion E6-AP que promueve la
degradacion de p53 (Scheffner et al., 1995; Yim and Park, 2005). De esta manera, E6
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bloquea la actividad transcripcional de p53 que activa genes que paran al ciclo celular
y reparan al ADN cuando hay dafio moderado al ADN, e inducen apoptosis cuando el
dano es severo (Mietz et al., 1992; Scheffner et al., 1995). El complejo EG/EG-AP
también se une al represor transcripcional NFX1 de la transcriptasa reversa de la
telomerasa humana hTERT. Cuando este represor se degrada, se incrementa la
actividad de la telomerasa, promoviendo asi la transformacion celular (Gewin et al.,

2004; Katzenellenbogen et al., 2007) (Figura 4).
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o.‘.
7—> — W —l .:,?; — Transformacion

E6AP EGAP

‘e’e ® (Transcripcion TERT)

\ @ . 0.31 Activacion de la telomerasa
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Figura 4. La unién de la proteina E6 del VPH de alto riesgo a la ubiquitin ligasa E6-AP promueve la
transformacion celular. E6 se une a la ubiquitin ligasa celular E6-AP y forma un complejo ternario con
p53, que inicia su ubiquitinacién. La ubiquitin ligasa EGAP participa no solo en la degradacion de p53,
sino también en la inactivacién del represor transcripcional NFX1, lo que da como resultado la activacion
de la telomerasa y la transformacion celular. E6-AP también se une y degrada a proteinas con dominios
PDZ, causando la pérdida del contacto célula-célula y de la polaridad celular, lo que promueve la

transformacion. Imagen tomada de (Narisawa-Saito and Kiyono, 2007).

E6 también se une a proteinas con dominios PDZ (acrénimo de las proteinas
densidad postsinaptica 95 (PSD95), disco largo (Dlg) y zonulaoccludens 1 (ZO-1)).
Los dominios PDZ son regiones de interaccién proteina-proteina de 80 a 90
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aminoacidos, que se asocian a secuencias especificas de 3 a 5 aminoacidos que se
localizan generalmente en la region carboxilo terminal (COOH) de las proteinas
blanco. Las proteinas con dominios PDZ, son proteinas plataforma. Es decir, que son
proteinas que funcionan como un andamio al que se pegan diversas proteinas, lo que
permite concentrar en un lugar a diversos participantes involucrados en una cadena
de senalizacion. Las proteinas PDZ estan presentes en la porcion citoplasmica de los
complejos de adhesidn celular constituidos por las uniones septadas de los insectos y
las uniones gestrechas (UEs) de los epitelios de los vertebrados (Simonson et al.,
2005).

En los ratones transgénicos K14E6, que expresan al transgen pK14HPV16E6
en el epitelio basal estratificado bajo el control del promotor de la queratina 14
humana, la proteina VPH-E6 de alto riesgo produce hiperplasia y tumores en la piel,
pero no en el cérvix. Por ello, en esta tesis, al ser nuestro interés el cancer de cérvix,
trabajamos con el modelo de raton transgénico K14E7 y no con el ratén K14EG.

VPH-EG6 interactua con los dominios PDZ de las proteinas de adhesiéon Dig,
Scribble, MUPP1, MAGI-1, -2, y -3 y PATJ y esto hace que las proteinas se degraden
y se debilite la adhesion célula-célula en los epitelios (Simonson et al., 2005; Song et
al., 2000; Song et al., 1999). Asi mismo, en la piel de estos animales E6 se une a ZO-
2, pero a diferencia de lo que ocurre con las otras proteinas blanco de E6, ZO-2 no se
degrada y al contrario se acumula (Hernandez-Monge et al., 2013). Esta observacién
se confirmé en las células epiteliales MDCK, donde E6 aumenté la vida media de ZO-
2 pero la deslocalizé de las UEs y provoco su concentracion en el nucleo (Hernandez-
Monge et al., 2013). ZO-2 es blanco de E6, pues esta proteina en los VPH de alto
riesgo tiene un motivo de unién a dominio PDZ en su extremo carboxilo terminal con
el que se asocia a ZO-2 (Thomas et al., 2016) (Tabla 2).
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Tabla 2. Proteinas blanco de E6.

Blancos de E6
EGAP

p53

BRCA1

TSC2 (Tuberina)
Z0-2

Tipo de proteina

Ubiquitin ligasa

Supresores tumorales que reparan el dafo al ADN
Supresora tumoral relacionada con autofagia

MUPP1

MAGI-1, -2,y -3 Con dominios PDZ presentes en la union estrecha

PATJ

DLG Con dominios PDZ presente en la union septada

PSD95 Con dominios PDZ presente en la union sinaptica

CAL Proteina con dominios PDZ asociada al Golgi

NFX1-91 Represor transcripcional de la transcriptasa reversa de la
telomerasa humana hTERT

CBP/p300 Coactivador transcripcional

Paxillin Presente en las adhesiones focales

IRF3 Factor regulador del interferén

Bak

FADD Pro-apoptéticas

Pro-caspase 8

GADD34/PP1 Complejo de laholofosfatasa que regula a genes pro-
apoptoticos

Tyk2 Cinasa de tirosina no-receptora

MCM7 Complejo de pre-replicacion

3.4 Laproteina E7 del VPH tiene una funcién transactivadora y transformante

similar a la proteina E1A del adenovirus

Es necesario que se exprese E7 para mantener el ciclo de vida del VPH y a los
episomas en las células epiteliales (Thomas et al., 1999). Asi mismo, la proteina E7
es suficiente para transformar a los fibroblastos 3Y1 de rata inmortalizados, ya que en
los cultivos en monocapa forman focos compuestos de células redondas densamente
empaquetadas, similares a las células transformadas por todo el genoma del VPH,
ademas presentaron un crecimiento independiente de anclaje y formaron colonias en
un medio de agar suave (Bedell et al., 1989; Kanda et al., 1988; Phelps et al., 1988;
Tanaka et al., 1989; Vousden et al., 1988; Watanabe and Yoshiike, 1988; Yasumoto
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et al., 1986), y en el caso de los cultivos primarios de células epiteliales de rifidon de
rata, E7 coopera con el oncogen ras para su transformacion (Phelps et al., 1988).

Los genes E6 y E7 del VPH son transcritos del mismo promotor P97, en forma
de un ARNm bicistrénico con un espacio caracteristico de 3 a 6 pb entre el codén de
terminacién de E6 y el coddn de iniciacion del E7, por ello, la proteina E7 se codifica
por un marco abierto de lectura ubicado inmediatamente después del gen E6 (Tan et
al., 1994). E7 es un polipéptido pequefio de alrededor de 100 residuos muy acidos. El
tercio amino terminal de E7 es homdlogo a las porciones conservadas 1 (CR1) y 2
(CR2) de la proteina E1A del adenovirus y a secuencias relacionadas presentes en
los antigenos tumorales del poliomavirus, como el antigeno T del SV40 (Figge et al.,
1988; Phelps et al., 1992; Vousden et al., 1988) (Figura 5). El dominio de homologia a
CR1 de las proteinas VPH-E7 de bajo y alto riesgo, tiene un sitio de uniéon a p600
(Huh et al., 2005), una proteina que regula la apoptosis (Nakatani et al., 2005). El
dominio homélogo a CR2 incluye a un motivo Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE), que
constituye el nucleo del sitio de unién al supresor tumoral retinoblastoma (pRb)
(Munger et al., 1989b) y a las proteinas semejantes a pRb, p107 y p130 (Dyson et al.,
1992). Inmediatamente adyacente al motivo LXCXE, hay un motivo consenso de
fosforilacion por la caseina cinasa Il (CK Il) (Barbosa et al., 1989; Firzlaff et al., 1991).
La region carboxilo terminal de E7 tiene un dominio de unién a zinc o dedo de zinc
que consta de dos secuencias CXXC (Barbosa et al., 1989). La regién carboxilo
terminal de E7 es vital para la integridad estructural de la proteina y funciona como
dominio de dimerizacién/multimerizacion (Liu et al., 2006). E7 transactiva al promotor
AdE2, es decir, aumenta la transcripcion a partir de dicho promotor. Asi mismo, se ha
sugerido que E7 podria aumentar el nivel proteico de E2F o bien aumentar su avidez
por el promotor AdE2 (Phelps et al., 1988) (Tabla 3).
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Figura 5. Esquema de la proteina E7 del VPH-16. La region amino terminal de E7 contiene una
porcion homologa de las regiones conservadas 1 (CR1) (blanco) y CR2 (gris) de la oncoproteina E1A
del adenovirus. La secuencia homoéloga CR2 de VPH-16 E7, contiene al nucleo del sitio de unién
(LXCXE) para el supresor tumoral retinoblastoma (pRb) y las proteinas relacionadas p107 y p130, asi
como un sitio consenso de fosforilacién por la caseina cinasa Il (CK IlI). La secuencia carboxilo

terminal de E7 (negro) contiene un motivo de unién a zinc, rico en cisteinas. Imagen tomada de

(McLaughlin-Drubin and Munger, 2009).

Tabla 3. Proteinas blanco de E7.

Blancos de E7 Tipo de proteina

pRb Supresora tumoral

Ciclina A Regulacién del ciclo celular

Ciclina E

p27 _ . . .

021 Inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina

?g ; Factores de transcripcion

IRF1 Factor de transcripcion regulatorio del interferén

Mi2 Componente del complejo de desacetilasas de histonas
MMP2 Metaloproteinasa

hTid 1 Chaperona

p48 Proteina de unién al ADN del complejo ISGF3

M2 Piruvato cinasa

p600 Proteina de unién a calmodulina e interaccién con pRb

3.4.1 Asociacién de E7 con el supresor de tumores retinoblastoma (pRb)

La proteina pRb regula la progresion del ciclo celular, la diferenciacion, la
senescencia y la muerte celular (Thomas et al., 2003). ElI complejo pRb/p107/p130
regula la progresion del ciclo celular al bloquear la actividad de la familia de los
factores de transcripcion E2F. Estos factores se unen a sitios promotores e inducen la
transcripcion de factores limitantes para la sintesis del ADN, como la ADN polimerasa

o, las enzimas involucradas en la biosintesis de nucledétidos, la ciclina E y la cinasa
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dependiente de ciclina 2 (CDK) que controla la progresion de la fase S (Dyson, 1998).
Los factores de transcripcion E2F también inducen la expresién de genes que

promueven la mitosis.

Degradacion

Subunidad
26S

proteosoma

Figura 6. La proteina E7 del VPH de alto riesgo inactiva a la proteina retinoblastoma (pRb). La
proteina E7 promueve el corte de la region C-terminal de pRb por la calpaina, una proteasa de cisteinas
activada por calcio. Con este corte pRb se degrada en el proteosoma. Imagen tomada de (Narisawa-
Saito and Kiyono, 2007).

La proteina pRb hipofosforilada se une a E2F, mientras que la fosforilacion de
pRb por las cinasas dependiente de ciclina libera a pRb de E2F. Esto permite a E2F
inducir la entrada de la célula a la fase S del ciclo celular. E7 inactiva pRb (Dyson et
al., 1989) porque promueve el corte del C-terminal de pRb por la calpaina, una
proteasa de cisteinas activada por calcio. Esto rompe al complejo pRb-E2F vy libera a
E2F (Cheng et al., 1995; Dyson et al., 1989; Munger et al., 1989a) (Figura 6).

4. El modelo del ratén transgénico K14E7

El ADN de los VPHSs contiene dos genes de expresion temprana, E6 y E7 que
codifican a proteinas que promueven la carcinogénesis cervical. Para probar el papel
de E7 en este proceso, se desarroll6 al raton transgénico K14HPV16E7. Este animal
contiene al transgen hK14HPV16E7, donde la expresion de la oncoproteina E7 del
VPH16 se regula por el promotor de la citoqueratina 14 humana (hK14) (Riley et al.,

2003). Este promotor se activa en las células basales de los epitelios multi-
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estratificados, y de esta manera garantiza que la expresion de E7 ocurra en las
células blanco del VPH.

El ratén transgénico K14E7 presenta varias caracteristicas fenotipicas, como
piel arrugada, engrosamiento de las orejas, pérdida del pelo en los adultos y
desarrollo de tumores tardios en la piel. Ademas, estos animales exhiben un retraso
en el crecimiento y mortalidad temprana, debido a su dificultad para alimentarse
ocasionada por la hiperplasia del es6fago que padecen (Riley et al., 2003).

La expresidon de la proteina E7 per se parece ser insuficiente para la
carcinogénesis y se requiere la presencia de otros cofactores para el inicio de la
neoplasia. Asi, cuando el ratén transgénico K14HPV16E7 se tratd con estrogenos
exdgenos, desarroll6 de manera progresiva un carcinoma escamoso de ceérvix en un
periodo de seis meses (Riley et al., 2003). La expresion de E7 en los ratones
transgénicos no tratados con estrogenos solamente se detecta durante el estro. En
cambio, en el animal transgénico tratado con estrégenos, el transgen se expresa de
manera constante (Arbeit et al., 1996). Asi mismo, si al ratéon transgénico
K14HPV16E7 se le trata por 6 meses con estrogenos y después permanece por 3
meses sin ellos, desarrolla menos tumores y mas pequefios que los animales tratados
de forma continua con estrégenos por 9 meses, lo que sugiere que el estrogeno tiene
un papel critico no s6lo para la carcinogénesis del cancer cervical, sino para su
persistencia y continuo desarrollo en el raton transgénico K14E7 (Brake and Lambert,
2005). El papel de los estrogenos en el desarrollo y progresion del cancer cervical en
el ratdn transgénico, asemeja la evidencia epidemiolégica que muestra que el
consumo prolongado de esta hormona en las mujeres incrementa el riesgo de cancer
cervical (Moreno et al., 2002).

La progresion histopatolégica de la enfermedad en el animal transgénico
también resultd ser muy similar a la carcinogénesis cervical de las mujeres. Asi,
primero se indujo una hiperplasia que después originé una neoplasia intraepitelial
cervical de bajo grado (NIC |), que a su vez avanz6 a una NIC lll y finalmente a
cancer (Riley et al., 2003). Este modelo animal también asemeja el patron de

expresion del biomarcador del cancer cervical humano, MCM7 51.
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5. Los epitelios: definicidn, caracteristicas y funcién

En los organismos multicelulares, los fluidos de diferente composicion
molecular como la orina, la leche, el jugo gastrico, la sangre, etc., se encuentran
contenidos en compartimentos delimitados por epitelios y endotelios [Para revision
ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2003)].

Los epitelios estan formados por capas de células que recubren a la superficie
externa del cuerpo (e.g. la piel), y las cavidades (e.g., estbmago, utero, vejiga) y los
ductos (e.g., tubulos renales, intestino) del organismo. Los epitelios constituyen la
frontera entre el individuo y el medio externo, ya que actuan como una barrera fisica
[Para revisiones ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012; Gonzalez-Mariscal et al., 2007;
Gunzel and Yu, 2013)] que protege al cuerpo de microorganismos, toxinas, trauma,
radiacion y evaporacion del agua. Asi mismo, los epitelios regulan el intercambio de
iones, solutos y agua entre el interior del organismo y el medio ambiente 6 el
contenido de las cavidades y ductos [Para revisiones ver (Gonzalez-Mariscal et al.,
2012; Gunzel and Yu, 2013)].
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Figura 7. Esquema que ilustra la presencia de los epitelios en la frontera entre el interior del
cuerpo y el medio externo que rodea al organismo o el contenido de las cavidades y ductos del
cuerpo. El ambiente externo comprende al medio que rodea al cuerpo y al contenido de gases,
liquidos y sdlido que se encuentra dentro de las cavidades y ductos del organismo. Se ejemplifican los

epitelios del estbmago y los tubulos renales. Imagen tomada de (Gonzalez-Mariscal et al., 2007).
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En los tejidos sometidos a una fuerte presibn mecanica como la piel, el
esoéfago, la cérnea o la vagina, los epitelios son multi-estratificados, mientras que en
el resto del cuerpo se organizan en monocapas. La forma de las células también varia
en los tejidos, asi, pueden ser columnares, tubulares o escamosas como en el
intestino, los tubulos renales o el pulmdn, respectivamente [Para revisidon ver
(Gonzalez-Mariscal et al., 2012)] (Figura 7).

Las células epiteliales tienen dos caracteristicas basicas: poseen una
membrana plasmatica polarizada y UEs. La primera se refiere a que su membrana
tiene dos dominios morfoldgica y bioquimicamente diferentes: apical y basolateral
[Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2007)]. El primero, esta en contacto con
el exterior o la luz de las cavidades o ductos, y se encarga de regular el intercambio
de sustancias con el medio externo. El dominio basolateral en cambio, esta en
contacto con el interior del organismo y mantiene la union con las células vecinas y la
matriz extracelular.

Las UEs tienen como funcién mantener la polaridad de la membrana y regular
el paso de sustancias por la ruta paracelular (Tsukita et al., 2001; van Meer and
Simons, 1986). En los epitelios, hay dos rutas de transporte: la transcelular y la
paracelular. La primera se ocupa del transito de sustancias a través de la célula,
cruzando las membranas apical y basolateral. Para ello, es necesario que el elemento
que se transporta sea lipofilico para que pueda atravesar la membrana plasmatica o
gque emplee un mecanismo especifico de transporte, como un transportador, una
bomba o un canal.

La segunda ruta de transporte a través de un epitelio, es la paracelular. Esta se
localiza en el espacio intercelular entre las células adyacentes vy se regula por las
UEs que se ubican en la region mas apical de la membrana lateral [Para revision ver
(Gonzalez-Mariscal et al., 2007)] (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de un epitelio y de las rutas de transporte asu través. El
transporte a través de las células epiteliales ocurre mediante las rutas transcelular y paracelular, y
requiere que las células epiteliales tengan dos caracteristicas basicas: una membrana plasmatica

polarizada y uniones estrechas. Imagen tomada de (Gonzalez-Mariscal et al., 2012).

6. Las uniones estrechas

6.1 Localizacion y estructura

Farquhar y Palade describieron por primera vez en 1963 la ultra-estructura del
complejo de union entre las células epiteliales. Lo dividieron en 3 estructuras: la
zonula occludens o union estrecha, la zonula adhaerens o union adherente que se
encuentra justo por debajo de la UE, y la macula adhaerens o desmosomas que
forma contactos puntuales a lo largo de la membrana lateral (Farquhar and Palade,
1963) (Figura 9A).

La UE es una estructura de adhesion célula-célula, que se localiza en el limite
entre las membranas apical y lateral [Para revisién ver (Gonzalez-Mariscal et al.,
2012; Tsukita et al., 2001)] (Figura 9C). Por microscopia electrénica de transmisién
(MET) en cortes finos, la UE aparece como puntos de aparente fusion de las caras
externas de las membranas de las células epiteliales adyacentes. Estos puntos de
contacto intercelular o besos de las membranas ocluyen el espacio intercelular
(Farquhar and Palade, 1963) (Figura 9B y C). Mediante la técnica de criofractura, al
romper el interior de la membrana, la UE se observa como una red de filamentos

entrecruzados que rodea a las células epiteliales, a manera de cinturén por debajo de
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las microvellosidades apicales [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal L et al., 2012)]
(Brennan et al., 2010; Tsukita et al., 2001). Por inmunofluorescencia, al observarse
desde arriba o en fase, las proteinas de la UE muestran un patrén de distribucién en
el borde celular que asemeja al de una malla de gallinero. Mientras que en una vista
lateral, por inmunofluorescencia, la UE se observa como puntos en la parte superior

de la membrana lateral [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012)] (Figura

10).

A) Microvellosidades
Unioén Espacio
estrecha extracelular
Unién
adherente \/
Superficie iy “Besos”
Union Citoplasmica
Ga|
p Filamento
unién estrecha (
Desmosoma \

Hemidesmosoma Lamina basal

Figura 9. Vista y esquema del complejo de union apical y de la UE. A) Representacion esquematica
de las estructuras de adhesién presentes en la membrana lateral de las células epiteliales. B) Imagen de
microscopia electréonica de transmision (MET) del complejo de unidn apical, en las células epiteliales del
intestino de raton. La unién estrecha se sefala en un circulo. (Mv, microvellosidades; UE unién estrecha,
UA, unién adherente; D, desmosoma). C) Esquema tridimensional de la estructura de la UE. Cada hoja
externa de la membrana plasmatica se asocia lateralmente con la otra hoja externa de la membrana de la
célula adyacente, con lo que se forma un cinturén continuo de adhesién que oblitera el espacio

intercelular. Imagen tomada de (Tsukita et al., 2001).
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Figura 10. Estructura de la unidn estrecha vista por microscopia electronica e
inmunofluorescencia. A) Por microscopia electrénica de transmision, en cortes finos, la UE se observa
como puntos de contacto célula-célula donde las membranas de las células adyacentes parecen
fusionarse (flecha). Se observa como el marcador electrodenso rojo de rutenio, que se adiciona a la
superficie apical, no tifie la ruta paracelular por debajo de la UE. B) Por criofractura, la UE se observa
como una red de filamentos entrecruzados por debajo de las microvellosidades apicales (flechas). C) Por
inmunofluorescencia, las proteinas de la UE vistas en fase forman un patron de malla de gallinero, D)
Mediante una vista lateral, las proteinas de la UE se observan como puntos que delimitan la membrana

apical de la basolateral. Imagen tomada de (Gonzalez-Mariscal et al., 2012).

6.2 Funciéon de la UE

Las UEs tienen 2 funciones canénicas: de compuerta y cerca (Mandel et al.,
1993). La primera regula el paso de iones, moléculas y agua a través de la ruta
paracelular. La funcion de compuerta de la UE no se rompe durante la citocinesis y se
mantiene por una expresion sostenida de las UEs en el borde celular (Baker and
Garrod, 1993). En este proceso se genera una anillo contractil de actomiosina entre
las dos células en divisidon, asociado a las UA que se refuerzan por el reclutamiento
de vinculina (Higashi et al., 2016) (Figura 11y 12).
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Lifeact-GFP mRFP-ZO-1

merge

Figura 11. Expresién de la proteina ZO-1 durante la formacién del anillo contractil de actomiosina

durante la citocinesis. Imagenes en vivo de la UE y del anillo contractil de actomiosina en embriones de
Xenopus. mRFP-ZO1 (rojo, UE) y Lifeact-GFP (verde, F-actina) (Higashi et al., 2016).

Xenopus gastrula epithelium cytokinesis
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Figura 12. Esquema de la formacién del anillo contractil de actomiosina y del reclutamiento de la
vinculina a las UAs para producir la invaginacion de las UEs durante la citocinesis. Modelo de
citocinesis epitelial en embriones de Xenopus. Durante la citocinesis, las UEs y UAs se mantienen en el
borde celular y se conectan a un anillo contractil de actomiosina que se forma en la zona donde se hara
la citocinesis. El reclutamiento de la vinculina, refuerza a la UA para la formacion de este anillo (Higashi
et al., 2016).
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La funcion de compuerta se puede detectar mediante la medicién de la
resistencia eléctrica transepitelial (RET) (Tavares et al., 2017). El circuito eléctrico en
la figura 13, muestra como la RET es el resultado de dos resistencias en paralelo: la
transcelular y la paracelular. La resistencia transcelular se debe a la resistencia en
serie de las membranas apical y basolateral. Sin embargo, la resistencia eléctrica a
través de la membrana plasmatica es tan alta (2 GQ) que la corriente fluye a través
de la ruta paracelular, cuya resistencia depende del grado de sellado de la UE. Por lo
tanto, el valor de RET refleja la resistencia de la UE [Para revision ver (Gonzalez-
Mariscal et al., 2012)].

Compaftimento

RET _1 =1+1

RET Rt Rp

<4— Células
<+— Filtro

i permeable
C

Compartimento
basal

Figura 13. Esquema de una monocapa epitelial sembrada sobre un inserto con el circuito
eléctrico y la ecuacion para determinar la resistencia eléctrica transepitelial. La RET es el resultado
de dos resistencias en paralelo: la transcelular y la paracelular. Sin embargo, la resistencia transcelular
es tan alta, que la corriente fluye por la ruta paracelular. La resistencia de esta ruta depende del grado
de sellado de la UE. Las células epiteliales se siembran sobre un filtro permeable, donde forman una
monocapa que limita el transito por la via paracelular con las UEs. Para medir la RET se coloca un
electrodo en el compartimento apical y otro en el basolateral y se aplica una corriente eléctrica. La RET
se calcula mediante la ley de Ohm. RET, resistencia eléctrica transepitelial; R;, resistencia transcelular;
Rma, resistencia de la membrana apical; Ry, resistencia de la membrana basolateral; R,, resistencia

paracelular; Ryg, resistencia de la unién estrecha; R;, resistencia del espacio intercelular.
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La funcion de compuerta, también se puede analizar observando el transito
paracelular de iones y moléculas. Asi, se puede estudiar por MET el paso de
moléculas electrodensas como el rojo de rutenio y el lantano. Mediante fluorometria o
mediciones de radioactividad también se puede cuantificar el transito paracelular de
moléculas que no atraviesan la membrana biolégica y para las cuales no hay
transportadores especificos tales como el FITC-dextran fluorescente o el *H-manitol.
Este movimiento se evallua en monocapas que se siembran sobre insertos, donde en
el compartimento apical se afiade la molécula a estudiar, y en el compartimento basal
se mide su concentracion [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012)].

La funcion de cerca de la UE se refiere a la habilidad de esta estructura para
restringir el movimiento de lipidos y proteinas en el plano de la membrana entre los
dominios apical y basolateral (Mandel et al., 1993; van Meer and Simons, 1986). Esta
funcion mantiene la distribucion asimétrica de lipidos y proteinas de la membrana
plasmatica y por ello, permite el transporte vectorial de las moléculas a través del
epitelio [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012)]. La funcién de cerca se
evalla en monocapas cultivados sobre insertos, donde por ejemplo un lipido
fluorescente como la esfingomielina se anade a la cara apical y posteriormente se
detecta si llega a la membrana basolateral (Nava et al., 2004). Esta funcion también
se puede evaluar biotinilando a las proteinas de la membrana apical, y posteriormente
analizando por inmunoprecipitaciéon la distribucion de wuna proteina particular
originalmente presente en la membrana apical. A la proteina inmunoprecipitada luego
se le detecta por Western blot con estreptavidina, una molécula con alta afinidad por

la biotina [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012) (Figura 14)].
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Figura 14. La UE funciona como una compuerta paracelular y una cerca membranal. La funcién
de compuerta se evalua al medir el transito de moléculas por la ruta paracelular, del compartimento
apical hacia la basolateral o viceversa. La funciéon de cerca se evalia mediante el movimiento de
lipidos o proteinas en el plano de la membrana de la superficie apical a la basolateral y viceversa.

Imagen tomada de (Gonzalez-Mariscal et al., 2012).

6.3 Composicion molecular

Los componentes moleculares de la UE se dividen en 2 grupos: 1) proteinas
integrales de membrana responsables de establecer el contacto célula-célula en el
espacio intercelular, y 2) proteinas periféricas o adaptadoras, que forman un puente
entre las proteinas integrales y el citoesqueleto de actina y sirven de plataforma para
unir a multiples proteinas de sefalizacion [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al.,
2012)] (Figura 15).
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Figura 15. A) Esquema del complejo molecular de la UE. Las proteinas transmembranales de la UE
(morado), incluyen a proteinas tetraspan con el dominio MARVEL tales como ocludina, tricelulina y
MARVELD3; a las claudinas, y a las moléculas de adhesion con dominios de inmunoglobulinas (Ig) como
las JAMs y las angulinas. Recientemente se identificé a la proteina BVES que atraviesa 3 veces la
membrana en la region de la UE. Las proteinas periféricas que se unen al citoesqueleto (6valos rosas),
incluyen a las proteinas zonula occludens (ZO), ZO-1, ZO-2 y ZO-3, cingulina y MAGI. Entre los
componentes de sefalizacion asociados a las UEs (6valos naranja) estan la proteina cinasa C atipica
(aPKC), las pequefias RhoGTPasas CDC42, RAC y RHOA, y sus reguladores, los factores
intercambiadores del nucledtido guanina para las GTPasas Rho (RhoGEFs, rectangulo rojo). Se observa
también, la interaccion de ZO-1 con el factor de transcripcion ZONAB (6valo amarillo). Imagen tomada de
(Zihni et al., 2016). B) Distribucion de las proteinas integrales de la UE en las uniones bicelulares y
tricelulares. Panel superior, las claudinas y las proteinas TAMPs: Ocludina, MARVELD3 vy tricelulina son
proteinas de la UE que atraviesan 4 veces la membrana. Los dominios MARVEL se muestran en el
recuadro con linea discontinua roja. Ocludina y tricelulina comparten una regién de alta homologia en su
cola carboxilo terminal (recuadro de linea continua roja). Angulina y JAM son proteinas que atraviesan
una sola vez la membrana y pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas (los dominios Ig se muestra
en el recuadro con linea roja discontinua). Panel inferior, representacion esquematica de la organizacién
bicelular y tricelular de las UEs. La tricelulina y la angulina se concentran en las uniones tricelulares de la
UE, presentes en la esquina donde tres células se encuentran, mientras que las restantes proteinas
integrales de la UE estan presentes en los bordes bicelulares. Imagen tomada de (Gonzalez-Mariscal et
al., 2012).
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6.3.1 Proteinas periféricas de la UE

Muchas proteinas citoplasmaticas de la UE poseen uno o multiples dominios
PDZs. Algunas proteinas de la UE como PARG6 contienen un solo dominio PDZ,
mientras que otras como PATJ y MUPP1 contienen 10 o mas dominios PDZs [Para

revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012)].

6.3.1.1 Proteinas MAGUK de la UE

Las proteinas homodlogas a la guanilato cinasa asociadas a membrana
(MAGUK, por sus siglas en inglés), constituyen una familia de moléculas plataforma
con dominios PDZs, un modulo SH3 y un dominio homdlogo a la guanilato cinasa
enzimaticamente inactivo (GUK) [Para revision ver (Anderson, 1996; Gonzalez-
Mariscal et al., 2000)]. Entre las proteinas MAGUK de la UE se encuentran las
proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3 que unen a las proteinas transmembranales de la union
con el citoesqueleto de actomiosina. Ademas ZO-1 y ZO-2 forman una plataforma
para la polimerizacién de las claudinas en filamentos de la UE (Umeda et al., 2006).
Las proteinas ZO se caracterizan por poseer 3 dominios PDZ. PALS1 es otro
miembro de la familia MAGUK presente en las UEs pero solo tiene un dominio PDZ
(Heinemann and Schuetz, 2019).

En la region citoplasmatica de la UE, también se localizan las proteinas
MAGUKSs invertidas o MAGIs, que reciben este nombre porque en ellas la mayoria de
sus dominios PDZ se localizan hacia el extremo carboxilo de la molécula. Las MAGI
contienen 6 dominios PDZ, un modulo GK y dos dominios WW en lugar del dominio
SH3. Los dominios SH3 y WW se parecen ya que ambos interaccionan con motivos

ricos en prolina [Para revision ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012) (Figura 16)].

6.3.2 Proteinas integrales de la UE

Hay dos tipos de proteinas transmembranales en la UE: las que atraviesan una

0 cuatro veces la membrana. En las primeras estan las JAMs y las angulinas que
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pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (lg), porque contienen dominios
de Ig. Estos dominios son regiones de 55 a 75 aminoacidos separados por dos
residuos de cisteina que funcionan como modulos de interaccion proteina-proteina.

Las JAMs poseen 2 dominios de Ig (Martin-Padura et al., 1998) y las angulinas
uno solo (Higashi et al., 2013; Masuda et al., 2011). Las JAMs ademas, contienen un
motivo de unién a dominios PDZ en su extremo carboxilo terminal. Las JAMs vy las
angulinas no forman los filamentos de la UE, sino que actuan como puntos de
referencia. Asi, las angulinas definen las esquinas celulares para la formacion de las
UEs tricelulares (Furuse et al., 2012; Higashi et al., 2013), mientras que las JAMs son
las primeras proteinas en aparecer en los sitios donde se ensamblaran las UEs
bicelulares (Martin-Padura et al., 1998).

Las proteinas de la UE que atraviesan cuatro veces la membrana, son las
claudinas y las TAMPs (Tight junction associated MARVEL proteins, por sus siglas en
inglés). En este ulltimo grupo se encuentran la ocludina, la tricelulina y MarvelD3
[Para revisiones ver (Heinemann and Schuetz, 2019)]. Las TAMPs se caracterizan
porque contienen un dominio Marvel que consta de 4 regiones transmembranales
conservadas, que esta presente en proteinas ubicadas en microdominios ricos en
colesterol e involucradas en eventos de fusidén y aposicion de membranas (Sanchez-
Pulido et al., 2002).

La ocludina, fue la primera proteina integral de la UE que se identificd y
caracterizd (Furuse et al.,, 1993). Tiene 4 dominios transmembranales, dos asas
extracelulares y tres dominios citoplasmicos constituidos por un asa intracelular corta,
un dominio amino terminal corto y un dominio carboxilo terminal largo. El grado de
fosforilacion de la ocludina afecta el ensamble de la UE, la RET vy la localizacion de la
ocludina en la UE (Andreeva et al., 2001; Chen et al., 2002). Asi, por ejemplo se ha
visto que el ensamble de la UE inducido por el cambio de las células de un medio con
bajo calcio a otro con 1.8 mM de Ca?*, se acompana de la fosforilacion de la ocludina
y su incorporacion a la UE, mientras que la ocludina menos fosforilada se localiza en

el citoplasma (Sakakibara et al., 1997).
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La tricelulina se encuentra unicamente en las uniones tricelulares, y se requiere
para reforzar la funcién de compuerta de las células epiteliales (Ikenouchi et al.,
2005). La tricelulina tiene 4 dominios transmembranales y un dominio amino terminal
mas largo que el carboxilo terminal, ambos orientados hacia el citoplasma. MarvelD3
tiene un dominio amino largo similar al de tricelulina, pero a diferencia de esta posee
un segmento carboxilo terminal corto. MarvelD3 se encuentra en las uniones
bicelulares, pero no es capaz de formar UEs por si misma, pero si puede compensar
parcialmente la pérdida de ocludina o tricelulina. El silenciamiento de MarvelD3 no
afecta la formacion de las UEs, y en cambio, incrementa la RET (Raleigh et al., 2010;
Steed et al., 2009).
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Figura 16. Proteinas periféricas de la UE con dominios de PDZ. En el esquema se indica también el

nombre de algunas proteinas que interaccionan con distintos dominios de las proteinas de la UE con
dominios PDZ. Imagen tomada de (Heinemann and Schuetz, 2019).

En la UE también estda presente una proteina con 3 dominios

transmembranales denominada BVES. Esta proteina pertenece a una familia cuyos
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miembros contienen al dominio popeye. BVES bloquea la activacion de RhoA vy la
actividad transcripcional de ZONAB/DbpA (Russ et al., 2011) (Figura 15).

7. Las claudinas

Las claudinas son proteinas integrales de las UEs con una estructura general
de cuatro hélices transmembranales (TM1-4); una regién amino-terminal corta, una
porcidn carboxilo terminal intracelular larga, dos asas extracelulares (ECL1 y ECL2) y
una asa intracelular corta. En los mamiferos se han caracterizado 27 claudinas con
un peso molecular entre 21 a 34 kDa [Para revision ver (Gunzel and Yu, 2013)]. Las
claudinas se dividen en dos grupos [Para revision ver (Krause et al., 2009)]: 1) Las
clasicas, con secuencias muy conservadas como las claudinas 1-10, -14, -15, -17 y -
19. 2) Las no clasicas con secuencias no conservadas como las claudinas 11-13, -16,
-18 y 20-24 (Figura 17).

Las claudinas se expresan en todos los tejidos epiteliales. Algunas son ubicuas
y aparecen en casi todos los epitelios, como las claudinas -1 y -3. Otras en cambio
son especificas de ciertos tejidos, como la claudina-11 presente en las células
basales de la estria vascular del oido (Gow et al., 2004), las células de Sertoli (Gow
and Devaux, 2008; Gow et al., 1999) y en los oligodendrocitos (Morita et al., 1999a), o
la claudina-5 presente en los endotelios y la barrera hemato-encefalica (Morita et al.,
1999b; Nitta et al., 2003).

7.1.1 La primer asa extracelular de las claudinas determina lapermeabilidad
paracelular
La ECL1 contiene 42-56 residuos y es mas larga que la ECL2 [Para revision
ver (Gunzel and Yu, 2013)]. Posee el motivo G-LW-CC que se conserva en la
mayoria de las claudinas y con cuyas cisteinas se forma un puente disulfuro que
estabiliza la conformacion de la proteina (Angelow et al., 2008; Gunzel and Yu, 2013;
Krause et al., 2015). En la segunda mitad de ECL1, se encuentran residuos cargados

que permiten a las claudinas actuar como barreras o poros paracelulares y son
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responsables de la selectividad i6nica de las UEs (Colegio et al., 2002). La ECL1

también define el tamafio del poro paracelular (Li et al., 2013) (Figura 18).

7.1.2 La segunda asa extracelular de las claudinas participa en la interaccién
molecular entre claudinas y a ella se une la toxina CPE

La ECL2 tiene 25 aminoacidos (Krause et al., 2015) y no regula la
permeabilidad paracelular [Para revisidon ver(Gunzel and Yu, 2013)]. Esta asa
interacciona en trans con las claudinas de la membrana celular opuesta (Piontek et
al., 2008), y en cis con otras claudinas dentro de la misma membrana permitiendo su
oligomerizacion (Suzuki et al., 2014).

La enterotoxina del Clostridiumperfringers (CPE) que causa problemas
gastrointestinales, se une a la ECL2 de las claudinas 1-4, 6-9 y -14 (Kimura et al.,
2010; Winkler et al., 2009) y forma un complejo insoluble que permeabiliza a la
membrana plasmatica y lisa a la célula (McClane, 1994). La unién de CPE a las
claudinas tiene un potencial terapéutico en el cancer, ya que provoca la lisis de las
células cancerosas de mama (Kominsky et al., 2004), préstata (Maeda et al., 2012) y

ovario (Gao et al., 2011) que sobre-expresan a las claudinas -3 y -4 (Figura 18).

7.1.3 Colacitoplasmica carboxilo terminal de las claudinas

La region COOH- terminal de las claudinas es larga y diverge en secuencia
entre las diferentes claudinas. Esta regién es importante para la salida de la proteina
del reticulo endoplasmico y el trafico a la UE (Arabzadeh et al., 2006). El extremo
carboxilo terminal de todas las claudinas, con excepcion de las claudinas -12, -22, -25
y -27, contiene un motivo de unién a dominios PDZ que permite a las claudinas
interaccionar con diversas proteinas plataforma como Z0O-1, Z0O-2, ZO-3 (ltoh et al.,
1999), MUPP1 (Hamazaki et al., 2002) y PATJ (Poliak et al., 2002).

La cola citoplasmatica de las claudinas justo después del cuarto dominio
transmembranal, contiene cisteinas que se pueden palmitoilar. Lo mismo sucede con

la region del asa intracelular inmediatamente después del segundo dominio
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transmembranal (Van ltallie et al., 2005). La cola citoplasmica de la mayoria de las
claudinas contiene un gran numero de sitios de fosforilacion [Para revisiones ver
(Gonzalez-Mariscal L, 2010; Gunzel and Yu, 2013)]. La fosforilaciéon en residuos de
serina promueve la localizacion de las claudinas -1, -7 y -16 en la UE (lkari et al.,
2006; Simard et al.,, 2006; Tatum et al., 2007), mientras que la fosforilacion en
residuos de treonina en las claudinas 3-5, las remueve de la UE (D'Souza et al., 2005;
D'Souza et al., 2007; Soma et al., 2004).
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Figura 17. Arbol filogenético de las claudinas. Las claudinas clasicas 1-10, -14, -15, -17 y -19 que
exhiben una alta similitud en su secuencia, se observan en color rojo. Las claudinas no clasicas 11-
13, -16, -18 y 20-24, se indican en negro. Las claudinas -20, -21 y -24 solo se han descrito en

humanos. Imagen tomada de (Krause et al., 2009).

49



Signature sequence

Disulfide bond?

/Ion-binding site
( 2nd ECL:
Putative trans-interaction

domain & CPE-binding site

1st ECL:
Pore-lining

/ COOH
\/ Trafficking and ’
phosphorylation \

Palmitoylation sites signals PDZ-binding motif

Figura 18. Modelo estructural de las claudinas. Se muestra la topologia y estructura secundaria, asi
como los dominios funcionales de las claudinas. Los nimeros romanos indican los dominios o-hélices

transmembranales. Imagen tomada de (Gunzel and Yu, 2013).

7.2 Funcién de las claudinas

Se sabe que las claudinas son el componente principal de la UE porque su
expresion en los fibroblastos L, los cuales carecen de UE, induce la formacién de los
filamentos de UE que se observan por crio-fractura (Furuse et al., 1998a; Furuse et
al., 1998b).

La palabra claudina, proviene del latin “claudere” que significa “cerrar” (Furuse
et al., 1998a). Sin embargo, las claudinas también pueden actuar como poros o
canales que disminuyen la RET y aumentan la permeabilidad paracelular (Angelow et
al., 2008; Gunzel and Yu, 2013; Koval, 2013; Tsukita et al., 2019). La clasificacion del
efecto de una claudina sin embargo es algo arbitraria, pues depende también de las
propiedades de las células. Asi, la claudina-15 actua como una barrera a ClI" en las
células MDCK I, pero como un canal de Na* en las células LLC-PK1, MDCK | y en el
intestino de ratén. Otro ejemplo se observa con las claudinas -4, -8 y -11 que actuan
como una barrera de Na* en las células MDCK I, pero como un poro de CI en las

células LLC-PK1 y en las células del ducto colector. Aun con estas circunstancias, en
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general se puede decir que las claudinas -2, -10b, -15 y -16 actuan como canales
cationicos, mientras que las claudinas -7, -10a y -17 funcionan como canales
anionicos (Gunzel and Fromm, 2012). Ademas, la claudina-2 forma un poro
paracelular de agua (Rosenthal et al., 2010). Asi mismo, las claudinas -7 y -19 forman
barreras anidnicas (Alexandre et al., 2005; Gunzel and Yu, 2013) mientras que las
claudinas -1, -3, -4, -5, -6, -8, -9, -11 y -18 forman barreras catiénicas (Gunzel and Yu,
2013).

A continuacién presento una descripcion mas profunda de las claudinas -1 vy -

10, ya que estas son motivo de estudio en esta tesis.

7.3 Laclaudina-1

La claudina-1 (CI-1) se expresa en la mayoria de los tejidos del cuerpo (Furuse
et al., 1998a) y actua como una barrera que incrementa la RET (Grosse et al., 2012;
Inai et al., 1999; McCarthy et al., 2000).

La piel es una barrera que protege al cuerpo de la pérdida excesiva de agua y
la invasion de sustancias dafinas, como quimicos y microorganismos. Esta
compuesta de tres capas: la epidermis, la dermis y el tejido subcutaneo. La capa mas
superficial es la epidermis que tiene la funcién de proteccion o barrera de la piel, ya
que esta formado de un epitelio escamoso multi-estratificado constituido a su vez por
cuatro capas: basal, estrato espinoso, granular y corneo (Brandner, 2016). En la piel
del ratén, la Cl-1 se localiza desde las células basales hasta las del estrato granuloso
y es esencial para formar una barrera que evita la evaporacién del agua. Por ello, los
ratones KO de claudina-1 mueren por deshidratacion a través de la piel en el periodo
neonatal (Furuse et al., 2002).

En humanos la expresion de la Cl-1 disminuye en enfermedades de la piel,
como la dermatitis atopica y la psoriasis (De Benedetto et al., 2011; Watson et al.,
2007). Sin embargo, parece que en humanos la funcién de la claudina-1 en la piel
puede ser parcialmente sustituida por otra claudina, pues los infantes con mutaciones
gue ocasionan la pérdida de funcion de la Cl-1, no mueren por deshidratacion, sino

por colangitis neonatal esclerosante asociada con ictiosis (Hadj-Rabia et al., 2004).
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Esto indica que en humanos, la Cl-1actua también como una barrera en los ductos
biliares intra-hepaticos que evita la fuga de las sales biliares al plasma (Grosse et al.,
2012).

7.3.1 Laclaudina-1 en el cancer

La expresion de las claudinas se altera en el cancer y puede disminuir o
aumentar dependiendo de la claudina en cuestion y del tejido [Para revisiones ver
(Gonzalez-Mariscal L, 2013; Gonzalez-Mariscal et al., 2007)]. Con respecto a la CI-1,
en el cérvix humano su expresidon aumenta en las neoplasias intraepiteliales de grado
[, 'y lll, y en los carcinomas in situ (Chen et al., 2003; Sobel et al., 2005b; Zinner et
al., 2013), pero en cambio disminuye cuando la enfermedad progresa hacia un
fenotipo invasivo (Sobel et al., 2005a).

La expresioén de la Cl-1 disminuye también en el carcinoma colorectal agresivo
(Ersoz et al., 2011; Suren et al., 2014) y en el cancer gastrico (Jung et al., 2011;
Wang and Yang, 2015). En este ultimo (Tokuhara et al., 2015), asi como en el
carcinoma oral de células escamosas (Lourenco et al., 2010) y en el cancer de
tiroides (Tzelepi et al., 2008), la falta de la CI-1 se asocia con tumores poco
diferenciados. En los neoplasmas uroteliales papilares de bajo potencial maligno
(PUNLMP, por sus siglas en inglés) y en el carcinoma de células uroteliales de bajo
grado, disminuye la expresion de la Cl-1 en comparacion a los neoplasmas uroteliales
invertidos que tienen un comportamiento benigno (Szekely et al., 2011). La
disminucién en la expresion de la Cl-1 se emplea como predictor de recurrencia y
menor supervivencia en los pacientes con cancer colorectal (Jiang et al., 2017;
Resnick et al., 2005; Shibutani et al., 2013), carcinoma hepatocelular (Bouchagier et
al., 2014; Higashi et al., 2007), de tiroides (Tzelepi et al., 2008), y de prostata
(Sheehan et al., 2007), en adenocarcinoma de pulmén (Chao et al., 2009), en cancer
de pulmon de células no pequenas (Moldvay et al., 2017) y en PUNLMPs (Szekely et
al., 2011). En el caso del cancer de mama, la expresién de la CI-1 se asocio
inicialmente al tipo del cancer basal que tiene el peor prondstico (Blanchard et al.,

2009; Kulka et al., 2009). Sin embargo, los estudios mas recientes demostraron que
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un fenotipo negativo de CI-1, implica un alto riesgo de recurrencia y muerte en el
cancer de mama triple negativo (Ma et al., 2014). En otros tipos de cancer de mama,
la pérdida total o parcial de la Cl-1 también correlaciona con un incremento en el
potencial maligno y la recurrencia de la enfermedad (Morohashi et al., 2007; Szasz et
al., 2011).

También existen reportes en los que la Cl-1 se sobre-expresa en ciertos tejidos
cancerosos, incluyendo la neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (Steinau et
al., 2007) y el cancer cervical invasivo (Vazquez-Ortiz et al., 2005), donde incluso se
considera a la Cl-1 como un biomarcador de la enfermedad (Benczik et al., 2016) con
potencial pronéstico (Hoellen et al., 2017). La CI-1 también se sobre-expresa en los
tumores colorectales (Grone et al., 2007; Kinugasa et al., 2010), el carcinoma
mucoepidermoide de la glandula salival (Aro et al., 2011), el carcinoma papilar de
tiroides, los microcarcinomas papilares y en las metastasis de nodulos linfoides
(Nemeth et al., 2010), en el cancer esofagico (Gyorffy, 2009; Montgomery et al.,
2006), hipofaringeo (Li et al., 2016; Li et al., 2015), y de lengua (Bello et al., 2008) y
en el carcinoma oral de células escamosas (Babkair et al., 2016), donde la CI-1
contribuye a la invasién celular y a la recurrencia de la enfermedad (Sappayatosok
and Phattarataratip, 2015). La expresion de la Cl-1 en las células de los melanomas,
promueve la secrecién y activaciéon de la metaloproteinasa 2 que aumenta la motilidad
celular (Leotlela et al., 2007; Weeraratna et al., 2004) y regula la migracién en el
cancer gastrico inducido por el factor de necrosis tumoral o (Shiozaki et al., 2014). La
Cl-1 pronostica una menor supervivencia de los pacientes con carcinoma de rindn
(Fritzsche et al., 2008), cancer gastrico de tipo intestinal (Huang et al., 2014),
adenocarcinoma de pulmoén (Sun et al.,, 2016) y cancer de células de pulmdén no
pequenas en etapa N2 (Zhang et al., 2013a).

La localizaciéon de la CI-1 también se altera en las células cancerosas. Asi, en
el cancer colorectal, la senal de la Cl-1 en la membrana disminuye, en comparacion
con los tejidos sanos adyacentes, mientras que en los tejidos cancerosos aumenta la
marca de la CI-1 en el citoplasma (Hahn-Stromberg et al., 2017). De forma similar, en

el carcinoma folicular de tiroides, la marca de la Cl-1 se pierde en la membrana, y en
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cambio aumenta en el nucleo, lo que se acompana de un incremento en la migracion
celular y la invasion (Zwanziger et al., 2015). Con estas observaciones podemos
concluir que en la mayoria de los canceres humanos, la expresion y localizacion de la

Cl-1 se altera en comparacion con el tejido normal.

7.4 Laclaudina-10

La claudina-10 (CI-10) se expresa en los tubulos terminales de la glandula
submandibular (Hashizume et al., 2004), en el epididimo (Guan et al., 2005) y en el
intestino delgado a lo largo del eje vellos-cripta (Inai et al., 2005). En el rifdn, la
distribucion de la CI-10 varia entre las especies. En las vacas, se expresa en el tubulo
proximal y en la porcién gruesa del asa ascendente de Henle (Ohta et al., 2006),
mientras que en el ratdn, se observa en el asa de Henle en la porcion delgada
descendente y en la porcién gruesa ascendente (Kiuchi-Saishin et al., 2002). En
cambio en el raton, la Cl-10 se expresa a lo largo de toda la nefrona, con excepcion

del glomérulo (Van Itallie et al., 2006).

* Raton, E
Humano, A

Figura 19. Prediccidn de la topologia de membrana de la claudina-10. Topologia de membrana de
las claudinas -10a (A) y -10b (B) predicha por la base de datos UniProt. Se indican los residuos de
cisteina de la primer asa extracelular (circulos negros) y los aminoacidos con carga de las dos asas

extracelulares (+, -). Imagen modificada de (Gunzel et al., 2009).
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Aunque existen 6 isoformas de CI-10 (Gunzel et al., 2009), las principales son
las claudinas -10a y -10b. La isoforma -10a actua como un canal aniénico, mientras
que la -10b forma un canal cationico. Las dos isoformas difieren en su primer exon.
En ratones y humanos el exon 1a de la CI-10 codifica a una secuencia de 214 pb,
mientras que el exdén 1b consta de 220 pb, por lo que la CI-10b tiene dos aminoacidos
mas que la Cl-10a. A pesar de ser muy similares, las dos isoformas difieren con
respecto a la carga eléctrica de su ECL1. La CIl-10a contiene 7 aminoacidos con
cargas positivas y dos (ratén) o uno (humano) con carga negativa en su ECL1 lo que
resulta en una carga neta positiva que permite el transporte de aniones. En cambio, la
CI-10b tiene cuatro aminoacidos con carga positiva y cinco aminoacidos con carga
negativa en su ECL1, por lo que tiene una carga neta negativa que permite el

transporte de cationes (Van ltallie et al., 2006) (Figura 19).

7.4.1 Laclaudina-10 en el cancer

En el cancer de mama (Tokes et al., 2012) y en el carcinoma del tracto biliar
(Nemeth et al., 2009), la expresion de la CI-10 disminuye en comparacion con el tejido
normal. Ademas, la expresion de la CI-10 se correlaciona con la supervivencia de los
pacientes con adenocarcinoma de pulmén. Asi, su expresion es menor en el
adenocarcinoma lepidico invasor en comparacion con el adenocarcinoma de pulmoén
in situ (Zhang et al., 2013b).

Por lo contrario, el nivel de expresion del ARNm de la claudina-10 analizado
por RT-PCR, se asocia con la recurrencia del carcinoma hepatocelular primario
después de una hepatectomia curativa (Cheung et al., 2005). Asi mismo, los tumores
hepaticos de tipo Ill con un gran potencial maligno, exhiben un marcaje citoplasmico
de la CI-10 alrededor del nucleo (Sanada et al., 2007). En la tiroides, la CI-10 no se
expresa en el carcinoma folicular de tiroides, pero se sobre-expresa en el carcinoma
papilar de tiroides (Aldred et al., 2004), donde la presencia de esta proteina sirve para
discriminar a los tumores de las lesiones benignas tiroideas (Barros-Filho et al.,
2015).

55



7.5 UEs en los epitelios multi-estratificados de la piel y cérvix

En los epitelios multi-estratificados, las UEs se forman en la capa superficial.
Sin embargo, las distintas proteinas de la UE se localizan en diferentes capas a

través de todo el epitelio multi-estratificado.

7.5.1 Distribucién de proteinas de la UE en el epitelio multi-estratificado de la
piel

En la epidermis, las UEs se forman en la penultima capa de células del estrato
granuloso y restringen el flujo de iones y moléculas de diferentes tamafios por la ruta
paracelular (Basler and Brandner, 2017). En la piel humana, se expresa una amplia
variedad de proteinas de la UE, incluyendo a las claudinas -1, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -
11, -12, -16 y -17, ocludina, ZO-1,cingulina, JAM-A, JAM-B, MUPP-1 y simplekina.
Las claudinas -1 y -7, JAM-A y MUPP1 se expresan desde el estrato basal hasta el
granuloso, sin embargo, la expresion de claudina -1 aumenta del sustrato basal al
granuloso. La expresion de ocludina y la cingulina se restringe a las células del
estrato granuloso, mientras que ZO-1, claudina -4 y simplekina, se localizan en los
estratos espinoso y granuloso, pero su expresion aumenta en las capas mas

superficiales del estrato granuloso (Figura 20) (Basler and Brandner, 2017).
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Figura 20. Distribucién de las proteinas de la UE en el epitelio multi-estratificado de la piel
humana. Imagen ilustrativa y cortes de tejido de piel humana vistos por inmunofluorescencia (Basler
and Brandner 2017).

7.5.2 Distribucién de proteinas de la UE en el epitelio multi-estratificado del
cérvix humano
En el cérvix humano, las UEs se forman entre las células de la capa
intermedia. Esto se demostr6 empleando como marcador paracelular a la IgG
acoplada a Cy3. Ademas, se observé que JAM-A y -C, claudina-1, ZO-1 y E-
cadherina, se localizan en el borde celular de las capas basales y suprabasales. En
cambio, la expresién de ocludina es difusa en las capas basales y se intensifica en el

borde celular del epitelio suprabasal (Figura 21) (Blaskewicz et al., 2011).

57



200 ym

Figura 21. Distribucién de las proteinas de la UE en el cérvix humano. Cortes de cérvix humano,

vistos por inmunofluorescencia (Blaskewicz et al., 2011).
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[I. Objetivo de latesis

Analizar en el cérvix del ratéon transgénico K14E7 tratado o no con 17B-estradiol,
posibles cambios en la expresion y localizaciéon de las claudinas -1 y -10 y la
permeabilidad paracelular, y estudiar en un modelo epitelial in vitro, si la expresion de
la oncoproteina E7 del VPH-16 altera la citoarquitectura, la capacidad invasiva, el

grado de sellado de las uniones estrechas y la expresion de las claudinas -1y -10.

lll. Hipbtesis

La oncoproteina E7 del VPH-16 y el 17B-estradiol, cambiaran la expresién de las
claudinas -1 y -10 en el cérvix afectando la permeablidad paracelular, y en el modelo
epitelial in vitro, E7 provocara un cambio en la citoarquitectura, promovera la
capacidad invasiva de las células y modificara la expresién de las claudinas -1 y -10,
asi como la RET.
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IV. Material y Métodos

1. Modelo murino y tratamiento hormonal

El raton transgénico K14E7 fue donado generosamente por el Dr. Paul F.
Lambert (Laboratorio McArdle para investigacion del cancer, Departamento de
Oncologia, Universidad de Wisconsin, Madison, E. U. A.). Los ratones K14E7 se
retrocruzaron con ratones FvB, y se mantuvieron y usaron como heterocigotos en los
experimentos. Se emplearon los ratones FvB cuyo nombre deriva de su susceptibilidad
al virus B de la leucemia Friend, porque desarrollan con facilidad carcinomas de células
escamosas. Ademas, tienen una capacidad reproductiva vigorosa y producen camadas
de gran tamafno. Presentan también pronucleos de gran tamafo en los ovocitos, lo que
facilita la inyeccion de ADN. Por todas estas razones, son ideales para los estudios de
murinos transgénicos (Taketo et al.,, 1991). Los ratones FvB se obtuvieron del
Cinvestav. Las hembras FvB y K14E7 transgénicas, se alojaron en jaulas con filtro y se
mantuvieron bajo ciclos de 12 hrs. de oscuridad-luz, con comida y agua a placer. Todos
los animales empleados estaban estaba en etapa de estro, o que se verificé mediante
frotis vaginal antes de que fueran sacrificados por dislocacion cervical a los 2, 4y 7
meses de edad. El tratamiento hormonal se realizé con tabletas de liberacion continua
que suministraron 0.05 mg de E, durante 60 dias (Cat. SE-121, Innovative Research of
America, Sarasota, FL). Las tabletas se implantaron sobre la piel dorsal de ratones
hembras transgénicos y no-transgénicos de un mes de edad. Los ratones que se
sacrificaron a los 4 meses de edad, recibieron dos tabletas de E,, uno al primer mes de
vida y el segundo al tercer mes de edad. Mientras que los ratones que se sacrificaron a

los 7 meses de edad, recibieron una tableta adicional al quinto mes de vida.

2.  Cultivo celular

Las células epiteliales MDCK se obtuvieron de la coleccion Americana de cultivos
(ATCC, por sus siglas en inglés), (Cat. CCL-34, ATCC, Manassas, VA). Las células

entre los pasajes 60 y 90 se cultivaron en botellas de plastico desechables, en una
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incubadora a 36.5 °C con una atmdsfera de 95 % de aire y 5 % de CO,. Las células
crecieron en medio basal Dulbecco modificado por Eagle (Cat. 12800-082, DMEM,;
GIBCO, Waltham, MA), con 100 U/ml de la mezcla penicilina-estreptomicina (Cat. A-01,
In Vitro, Ciudad de México, México) y 10 % de suero fetal bovino (Cat. S1650-500,
Biowest, Nuaill., France). Las células se cosecharon con tripsina-EDTA (Cat. EN-005, In
Vitro, Cd. México, México). Las pruebas para micoplasma se hicieron con un estuche de
deteccion por PCR convencional (Cat. 11-8005, Vector® Gem OneStep, Minerva

Biolabs, Berlin, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3. Inmunofluorescencia

Se removio el tracto reproductor de los ratones hembras que contiene a la vagina,
al cérvix y a ambos cuernos uterinos. El tejido se embebidé en medio de montaje para
tejidos congelados (Cat. 14020108926, Tissue Tek, Leica, Wetzlar, Alemania) y se
almacendé a -70 °C por 24 hrs. Posteriormente, se realizaron cortes de tejido de 5-7um
de grosor en el criostato Leica MC1510 (Wetzlar, Alemania). Estos se montaron sobre
portaobjetos cubiertos de gelatina, pre-congelados a -20 °C. Los portaobjetos con los
cortes, se almacenaron a -70 °C por 24 hrs. Enseguida, los cortes se fijaron con etanol
al 100% a -20 °C por 20 minutos, y el ensayo de inmunofluorescencia se hizo enseguida
de acuerdo al protocolo previamente descrito por nosotros (Gonzalez-Mariscal et al.,
2011). La inmunofluorescencia de las claudinas -1, -2, -4 y -10 en las células MDCK y
MDCK-E7, se realizé siguiendo el protocolo previamente descrito (Gonzalez-Mariscal et
al., 2011).

Para los experimentos de inmunofluorescencia en el cérvix de ratdn y las células
MDCK, se emplearon los siguientes anticuerpos primarios: de conejo contra claudina -1
(Cat. 51-9000, Invitrogen, Camarillo, CA; dilucion 1:100) y claudina-10 (Cat. 38-8400,
Invitrogen, Camarillo, CA; dilucion 1:100). Ademas, en las células MDCK se usaron
anticuerpos monoclonales de raton contra la proteina E7 del papilomavirus humano 16
(Cat. Ab30731, Abcam, Cambridge, Reino Unido; dilucién 1:100), anti claudina-2 (Cat.
sc-293233, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, dilucion 1:100) y anti claudina-4 (Cat.

32-9400, Invitrogen, Camarillo, CA; dilucion 1:100). Como anticuerpos secundarios
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empleamos de burro contra IgG de conejo acoplados a Alexa-Fluor 488 (Cat. A21206,
Invitrogen, Camarillo, CA; dilucién 1:500), contra IgG de ratén acoplados a Alexa-Fluor
594 (Cat. A21203, Invitrogen, Carlsbad, Santa Cruz, CA; dilucion 1:1000), y contra IgG
de conejo acoplados a Alexa-Fluor 594 (Cat. A21207, Invitrogen, Carlsbad, CA; dilucién
1:1000). En las células parentales MDCK y MDCK-E7, la actina se detecté con faloidina
rodaminada (Cat. P1951, Sigma Aldrich, San Louis, MO). Los portaobjetos se montaron
con Vectashield con DAPI (Cat. H1200, Vector, Burlingame, CA).

Todos los anticuerpos empleados reaccionan con tejidos de raton y perro de
acuerdo a la informacion técnica de los fabricantes. Las dos excepciones son el
anticuerpo monoclonal anti claudina-2 y el policlonal anti claudina-10, en los que los
fabricantes no dan informacion sobre la reactividad en tejidos de perro. Sin embargo, el
anticuerpo monoclonal anti claudina-2 se une a la regidén de los aminoacidos 29-80 de la
claudina-2 humana y el analisis blast de la secuencia de esta regidn, reveld una
identidad del 96 % y un 98 % de similaridad entre la claudina-2 humana y la de perro
(dato no mostrado). Con respecto al anticuerpo policlonal anti claudina-10, previamente

se uso exitosamente en las células MDCK (Gunzel et al., 2009).

4. Medicion de laintensidad media relativa de la inmunofluorescencia

La medicion de la intensidad media relativa de la inmunofluorescencia de las
claudinas -1 y -10 en el cérvix de los ratones, y de las claudinas -1, -2, -4 y -10 en las
células MDCK se obtuvo con el software ImageJ (ImageJ 1.52n, NIH, Bethesda, MD,
USA, 2019) usando la funcion manual. Se utilizd la funcién de densidad integrada de
Imaged, para registrar la intensidad de los pixeles por area. Los datos se obtuvieron a

partir de tres imagenes por condicion.

5. Microscopia electrénica de transmision

El tracto reproductor de las hembras FvB y transgénicas con la vagina, el
cérvix y ambos cuernos uterinos, se removio de los animales de 2 y 7 meses de edad

tratados o no con estrogenos. Posteriormente se cortaron discos de 1 mm de ancho,
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de la region media del exocérvix. Las muestras se fijaron con 2.5 % (v/v) de
glutaraldehido en 0.1 M de solucién amortiguadora de cacodilato de sodio, pH 7.2,
por 1 hr. Posteriormente, las muestras se incubaron por 60 minutos con 1 % (p/v) de
tetroxido de osmio en la misma solucion amortiguadora que ademas contenia 0.5
mg/ml de rojo de rutenio. En seguida, el tejido se deshidraté con concentraciones
crecientes de etanol y 6xido de propileno. Las muestras se embebieron en resina
epoxy Polybed y se polimerizaron a 60 °C por 24 hrs. Los cortes finos (60 nm) se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron en el

microscopio electronico de transmision Jeol JEM-1011.

6. Transfeccion estable de las células MDCK con la oncoproteina E7

Las células MDCK se transfectaron con 3 pg del plasmido pcDNA3E7
previamente descrito (Gutierrez et al., 2015), empleando lipofectamina 2000 (Cat.
11668019, Invitrogen, Camarillo, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Para generar las clonas MDCK-E7 estables, después de 48 horas de la transfeccion,
las células se ftripsinaron, recolectaron y re-sembraron en placas de cultivo de 100
mm con DMEM que contenia G418 (800 pg/ml) (Cat. 11811-031, GibcolLife
Technologies, Grand Island, NY). Después de 2-3 semanas, se seleccionaron las
clonas resistentes y se re-clonaron manualmente con la técnica del anillo de
clonacion (McFarland, 2000). Las colonias estables se mantuvieron en presencia de
200 pg/ml de G418.

7. Amplificacion de E7 por PCR

El ARN total se aislé de las células MDCK parentales y E7 con Trizol (Cat.
15596026, Invitrogen, Camarillo, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
pureza y concentracion del ARN se midieron en el espectrofotometro NANODROPTM
ND-8000 (Cat. ND-8000-GL, Thermo Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE). La
integridad del ARN se determiné mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %.
El ADNCc se sintetizé a partir del ARN con el estuche Super Script One-Step RT-PCR
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y la ADN polimerasa platinum Taq (Cat. 10928042, Invitrogen, Camarillo, CA), de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante, en el termociclador Biometra GmbH
Professional Basic Gradient (Cat. 070-601, Analytik, Jena, Germany). Las reacciones
de PCR para VPH16 E7 se realizaron en un volumen final de 25 ul que contenia: 1 ug
del templado de ARN, 0.2 uM de los oligonucleétidos para VPH16 E7 disefados de
acuerdo a la secuencia del gen E7 en el GenBank (Numero de acceso AF125673)
(Adelante: 5 -CTCAGAGGAGGAGGATGAAATAG-3’, reverso: 5-
CTGAGAACAGATGGGGCACAC-3"), 1 U RT/PlatinumTaqg, 1.2 mM MgCl, y 200 uM
de dNTPs. Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1.5 % vy las

imagenes se obtuvieron en geles con tincion de bromuro de etidio.

8. Western blot

La inmunodeteccién mediante Western blot de proteinas en los lisados de
cérvix y las células MDCK, se hizo de acuerdo a un protocolo convencional
previamente descrito (Gonzalez-Mariscal et al.,, 2011). En ambos tejidos, se
emplearon como anticuerpos primarios policlonales de conejo anti claudina-1 (Cat.
51-900, Invitrogen, Camarillo, CA; dilucién 1:500), claudina-10 (Cat. 38-8400,
Invitrogen, Camarillo, CA; dilucién 1:500) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenesa
(GAPDH) (Cat. RPCA-GAPDH, Encor Biotechnology Inc., Gainesville, FL; diluciéon
1:40,000). Ademas en las células MDCK, se usaron anticuerpos primarios
policlonales de conejo anti claudina-2 (Cat. 51-6100, Invitrogen, Camarillo, CA;
dilucion 1:1000) y claudina-4 (Cat. 36-4800, Invitrogen, Camarillo, CA; dilucién 1:500),
y un anticuerpo monoclonal de ratén anti actina (donado generosamente por el Dr.
Manuel Hernandez, Departamento de Biologia Celular, Cinvestav, México). Como
anticuerpos secundarios empleamos policlonales hechos en cabra contra IgG de
conejo acoplados a peroxidasa (Cat. 6111620, Invitrogen, Camarillo, CA; diluciéon
1:20,000), o contra IgG de raton acoplados a peroxidasa (Cat. 626520, Invitrogen,
Camarillo, CA; dilucion 1:10,000). La deteccion quimioluminiscente se hizo con el
estuche Immobilon (Cat. WVKLS500, Millipore Corp., Billerica, MA).
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Todos los anticuerpos empleados para Western blot, reaccionan con tejidos de
ratén y perro de acuerdo a la informacion técnica de los fabricantes. La excepcion fue el
anticuerpo policlonal anti claudina-10, ya que el fabricante no otorga informacion sobre
la reactividad en tejido de perro. Sin embargo, este anticuerpo previamente se uso

exitosamente en las células MDCK (Gunzel et al., 2009).

9. Resistencia eléctrica transepitelial

Las células parentales y MDCK-E7 se cultivaron sobre insertos transparentes
Transwell con membranas de poliéster y con un area de crecimiento de 1.12 cm?
(Cat. 3460, Corning Inc., tamafo de poro 0.4 um, Kennebunk, ME). La RET de cada
inserto se midid continuamente mediante el sistema de monitoreo celular
automatizado CellZscope (nanoAnalyticsGmbH, Munster, Alemania). Los valores de

RET se obtuvieron utilizando el software CellZscope, version 1.5.0.

10.Ensayo de migracion celular en matriz 3D

Las células MDCK y MDCK-E7 se cultivaron en multiplacas de 12 pocillos
sobre insertos con una matriz de poliestireno (Cat. AVP005-12, Reinnervate,
Sedgefield County, Durham, UK), recubierta con la matriz de membrana basal
Matrigel™ (Cat. 356230, BD, San José, CA) a una concentracién de 0.8 mg/ml como
lo indica el fabricante. EI medio de cultivo se cambié cada segundo dia en los
compartimentos superior e inferior de cada pozo. La migracion de las células MDCK y
MDCK-E7 se evalu6 por inmunofluorescencia después de 10 dias de cultivo. Las
células se tiferon con faloidina rodaminada (Cat. P1951, Sigma Aldrich, San Louis,
MO) y los nucleos con DAPI. Las imagenes se tomaron en el plano z con el software
Leica LAS AF version 3.x. Se generd un cédigo de profundidad en z de las series de

imagenes.
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11. Microscopiade fuerza atémica

La rigidez de la superficie apical de las células parentales y MDCK-E7,
cultivadas en forma aislada o como islas, se analizd por microscopia de fuerza
atomica (MFA) en el microscopio Solver Next (NT-MDT, Rusia). Para ello, las células
se fijaron con paraformaldehido al 4 %. El mddulo elastico se midié con base en la
desviacion de la fuerza lateral (DFL, por sus siglas en inglés) como el desplazamiento
de la viga volada vs la distancia. Se utilizé una viga volada de contacto CSG10, con
un radio de curvatura de 10 nm. Las condiciones de escaneo para las células fueron:
un tamano de rampa de 80 um para las islas y 50 um para las células aisladas, con
una ganancia de 0.18 y una velocidad de 0.3 Hz con 256 puntos. Los datos
experimentales se analizaron con el software Image Analysis 3.5 de NT-MDT para
determinar el modulo de Young's en kPa. El analisis tedrico de las mediciones se
basa en interacciones punta-muestra, al aplicar la ecuacién de Euler-Bernoulli y las
soluciones asintoticas del comportamiento de una punta oscilatoria cuando

interacciona con una muestra.

V. Resultados

La expresiéon de la claudina-1 disminuye en el cancer invasivo de cérvix del
ratén transgénico K14E7 tratado con E;

Exploramos por inmunofluorescencia la expresion de la Cl-1 en el epitelio multi-
estratificado del cérvix de los ratones control FvB (Figura 22) y transgénicos K14E7
tratados o no con E; (Figura 23A). En el cérvix del ratén control FvB, la CI-1 se
localiza en el borde de las células y esta presente desde la region suprabasal hasta la
capa mas superficial orientada hacia el lumen del cérvix. En esta zona la ClI-1 se
expresa con mayor intensidad, mientras que en las células basales no se detecta. En
los ratones de 4 y 7 meses de edad, aumenta la expresion de la CI-1 en la capa
basal. El tratamiento del raton FvB con E,; o la expresion de E7 en el raton
transgénico, no modifica este patron de expresion. El analisis cuantitativo reveld que

no hay modificacion de la intensidad de inmunofluorescencia de la CI-1 en el cérvix en
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los ratones FvB de 2, 4 y 7 meses de edad con o sin tratamiento con E,. En cambio,
en los ratones transgénicos K14E7 de 2 meses de edad, se detecté un incremento en
la expresion de la CI-1 en comparacion con el raton FvB, FvB con E; y K14E7 con E;
(Figura 23B). El analisis por Western blot de la CI-1 en el cérvix de estos animales,
confirmd un incremento en la expresion de la Cl-1 en los ratones K14E7 de 2 meses
de edad en comparacién a los ratones, K14E7 de 4 y 7 meses de edad, los ratones
FvB de 2, 4 y 7 meses de edad sin E; y con los ratones K14E7 con E; de 2,4y 7
meses de edad (Figura 23C).

El tratamiento del ratén transgénico K14E7 con E, indujo el desarrollo
progresivo de papilomas. En los ratones de 7 meses de edad, estos carcinomas se
extienden hacia el estroma y en ellos la expresién de la CI-1 disminuye en

comparacion con el resto del cérvix (Figura 24A y B).

Superficial

Intermedia

Suprabasal

Basal

CI-1DAPI

Figura 22. Inmunofluorescencia de la claudina-1 en el cérvix y esquema que ilustra las diferentes
capas del tejido multi-estratificado del cérvix. lzquierda, tincién de claudina-1 en un corte congelado
de cérvix de un ratén FvB de 2 meses de edad. Nucleo con marca de DAPI. La linea discontinua,

*

delimita el borde entre las células basales y el estroma (S); *, lumen; barra, 15 um. Derecha,

representacion esquematica del cérvix multi-estratificado. UE, unién estrecha.
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Figura 23. La proteina E7 aumenta la expresion de la claudina-1 en el cérvix de 2 meses de edad,
mientras que el tratamiento con E, suprime este efecto. A) Los cortes congelados de cérvix de
ratones control FvB y transgénicos K14E7, con o sin tratamiento con E, de 2, 4 y 7 meses de edad, se
procesaron por inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico contra claudina-1 (Cl-1). Los nucleos
se marcaron con DAPI. La linea discontinua delimita el borde entre las células basales y el estroma (S).
*, lumen. Barra, 20 um. B) Medicién de la intensidad media de la inmunofluorescencia de la claudina-1,
obtenida de tres imagenes independientes por cada condicién experimental. El analisis estadistico se
realizé mediante Anova de 3 vias acompafada por la prueba multi comparativa de Tukey. Los resultados
se muestran como la media * la desviacién estandar. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. C) Panel
superior, Western blot representativo de 3 experimentos independientes. La gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) se empleé como control de carga. Panel inferior, analisis densitométrico de
las inmunodetecciones. El analisis estadistico se hizo con la prueba de Anova de 3 vias acompanada de
la prueba multi comparativa de Tukey. Los resultados se muestran como la media * la desviacion
estandar. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 24. En el cancer invasor la expresion de la claudina-1 se reduce en comparacion al resto
del cérvix. A) Cortes congelados de cérvix de ratones transgénicos K14E7 de 7 meses de edad tratados
con E,, procesados por inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico contra la claudina-1 (CI-1).
Los nucleos se marcaron con DAPI. La linea discontinua delimita el borde entre las células basales y el
estroma (S). *, lumen del cérvix. Barra, 50 um. Flecha, cancer invasor, cabeza de flecha, papiloma. B)
comparacion de la intensidad media de la inmunofluorescencia de la claudina-1 en los papilomas
invasores versus el resto del cérvix. Los datos se obtuvieron de 3 imagenes independientes. El analisis
estadistico se realizé con la prueba t de Student. Los resultados se muestran como la media + la

desviacion estandar. **p<0.01.
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En los ratones FvB con E,, y K14E7 tratados o no con E,, la claudina-10 se
concentra mas tempranamente en el borde de las células superficiales del
cérvix que en el raton FvB

A continuacion, analizamos la expresion de la CI-10 en el cérvix de los ratones
control FvB y transgénicos K14E7 tratados o no con E; (Fig. 25A). En el cérvix del
ratbn FvB de 2 y 4 meses de edad, por inmunofluorescencia la CI-10 exhibe una
distribucion citoplasmica difusa desde las células basales hasta las superficiales. En
cambio en el raton de siete meses de edad, la CI-10 se concentra en el borde de las
células de la capa superficial. El tratamiento del ratén FvB con E,, o la expresion de la
oncoproteina E7 con o sin el tratamiento de E,, concentra a la CI-10 en el borde de
las células superficiales, desde el segundo mes de vida. El analisis cuantitativo de la
intensidad de inmunofluorescencia de la CI-10, reveld una disminucion en su
expresion en el cérvix del raton FvB tratado con E,, de los 2 a los 7 meses de edad.
La intensidad a la que disminuye la fluorescencia de la CI-2 es similar a la que
presenta el raton K14E7 con o sin E; desde el segundo mes de vida (Figura 25B). El
analisis por Western blot de la CI-10 en el cérvix de estos animales, mostré que en los
ratones FvB con o sin E, y en los ratones K14E7, disminuyé la cantidad de CI-10 de
los 2, alos 4 0 a los 7 meses de edad, mientras que en los animales K14E7 tratados
con E; la cantidad de la CI-10 a los 4 y 7 meses de edad, disminuye en comparacion
a los ratones K14E7 de 2 meses de edad (Figura 25C).

En el raton transgénico K14E7 de 7 meses de edad tratado con Ej, los
papilomas que invaden al estroma, muestra una débil expresién de la CI-10, similar a

la que se observa en las capas inferiores del resto del cérvix (Figura 26A y B).
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Figura 25. El tratamiento de los ratones control con E, o la expresién de E7 induce la
concentracion de la claudina-10 en el borde de las células superficiales del cérvix. A) Los cortes
congelados de cérvix de los ratones control FvB y transgénicos K14E7, con o sin tratamiento con E,,de
2, 4 y 7 meses de edad, se procesaron por inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico contra la
claudina-10 (CI-10). Los nucleos se marcaron con DAPI. La linea discontinua delimita el borde entre las
células basales y el estroma (S). Barra, 20 um. *, lumen del cérvix. B) Medicién de la intensidad media
de la inmunofluorescencia de la claudina-10 obtenida de 3 imagenes independientes por cada condicién
experimental. El analisis estadistico se realiz6 mediante Anova de 3 vias acompafiada por la prueba
multi comparativa de Tukey. Los resultados se muestran como la media * la desviacion estandar.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. C) Panel superior, Western blot representativo de 3 experimentos
independientes. La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se empleé como control de carga.
Panel inferior, analisis densitométrico de las inmunodetecciones. El andlisis estadistico se hizo con la
prueba de Anova de 3 vias acompafada de la prueba multi comparativa de Tukey. Los resultados se

muestran como la media + la desviacion estandar. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Figura 26. En el cancer invasor la expresion de la claudina-10 es débil y similar a la que se
presenta en las capas inferiores del cérvix. A) Cortes congelados de cérvix de ratones transgénicos
K14E7 de 7 meses de edad tratados con E,, procesados por inmunofluorescencia con un anticuerpo
especifico contra claudina-10 (CI-10). Los nucleos se marcaron con DAPI. La linea discontinua delimita
el borde entre las células basales y el estroma (S). *, lumen del cérvix. Barra, 50 um. Flecha, cancer
invasor, cabeza de flecha, papiloma. B) comparacion de la intensidad media de la inmunofluorescencia
de la claudina-10 en los papilomas invasores versus el resto del cérvix. Los datos se obtuvieron de 3
imagenes independientes. El analisis estadistico se realizé con la prueba t de Student. Los resultados se

muestran como la media + la desviacion estandar. ****p<0.0001.
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La apertura de las UEs en las células superficiales del cérvix se induce por E;, 0
de una manera mas significativa por la expresion de E7

Enseguida analizamos si los cambios en la expresion de las claudinas -1y -10,
se acompanfan de un incremento en la permeabilidad paracelular del cérvix. La figura
27A muestra un corte semi-fino del cérvix de un ratén de 2 meses de edad, donde el
rojo de rutenio se encuentra en el lumen en contacto con la superficie apical de las
células superficiales del epitelio escamoso multi-estratificado. Posteriormente, por
microscopia electrénica de transmisiéon observamos en los cortes finos, que el cérvix
de los ratones FvB de 2 meses de edad es impermeable al marcador electrodenso
rojo de rutenio, y que esta condicion se mantiene a los 7 meses de edad (Figura 27Ba
y €). Contrario a ello, en los ratones FvB de 2 y 7 meses de edad tratados con E», el
29 y 36 % de las UEs son permeables al rojo de rutenio, respectivamente (Figura
27Bb y f). Estos porcentajes se incrementaron en los ratones transgénicos K14E7 de
2y 7 meses de edad a un 67 y 55 %, respectivamente (Figura 27Bd y h).

Por lo tanto, concluimos que el incremento en la permeabilidad de la UE en el
cérvix, correlaciona con la concentracién de la claudina-10, que funciona como un
canal o poro paracelular en las capas mas superficiales del cérvix, que se detectd
desde el segundo mes de edad en los ratones FvB tratados con E, y en los K14E7

con y sin Es.
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Figura 27. El tratamiento con E, y mas aln la expresion de E7, inducen la apertura de las UEs en
el cérvix. A) Corte semi-fino del cérvix de un raton FvB de 2 meses de edad, que se tratdé con rojo de
rutenio. La linea discontinua delimita el borde entre las células basales y el estroma (S). Barra, 25 um. B)
Microscopia electronica de transmision de cortes finos del cérvix tefiidos con rojo de rutenio, de ratones
FvB y transgénicos K14E7 de 2 y 7 meses de edad, tratados o no con E,. En los ratones FvB de 2y 7
meses de edad, el rojo de rutenio marca la superficie apical de las células de la capa superficial del
epitelio multi-estratificado del cérvix. La tincion de rojo de rutenio no aparece en la ruta paracelular, por
debajo de la UE. En el ratén FvB tratado con E, y en el raton K14E7 con o sin el tratamiento con E,, un
cierto porcentaje de células de la capa superficial del cérvix tiene tincion de rojo de rutenio a lo largo de
la ruta paracelular. Barra, 250 nm; cabezas de flechas rellenas, tincion de rojo de rutenio en la superficie
apical; flechas, UEs; cabezas de flecha vacias, tincion de rojo de rutenio en la ruta paracelular entre las

células adyacentes. P, UEs permeables, n, numero de observaciones.
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La expresion estable de E7 altera la arquitectura de las monocapas epiteliales
de células MDCK

Para entender mejor la importancia de la oncoproteina E7 del VPH-16 en la
transformacion epitelial, transfectamos una construccion de E7 en las células
epiteliales MDCK. Esta linea celular se caracteriza por presentar UEs bien
desarrolladas (Gonzalez-Mariscal et al., 1985), y se ha empleado con frecuencia para
ver el efecto de diversos virus y proteinas virales en las UEs (Hernandez-Monge et
al., 2013; Nava et al., 2004; Ramirez et al., 2018).

La figura 28A revela mediante RT-PCR, la expresion de E7 en las clonas 1y 5
de las células MDCK-E7, pero no en las células parentales MDCK. Como ambas
clonas de MDCK-E7 mostraron un mismo nivel de expresion de E7, en los
experimentos posteriores solamente trabajamos con la clona 5. La figura 28B,
muestra por inmunofluorescencia que las células MDCK-E7 exhiben una tincion
difusa de E7 y que esta sefial no se presenta en las células parentales MDCK. En las
imagenes de microscopia de luz de los cortes semi-finos, se observa que las células
MDCK-E7 crecen de forma anormal ya que algunas células estan encima de otras y
el espacio paracelular se ensancha (Figura 28C).

Estas observaciones se confirmaron por microscopia electréonica de

transmision (Figura 28D).
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Figura 28. La oncoproteina E7 del VPH16 altera la citoarquitectura epitelial. A) E7 se detecto
mediante RT-PCR en las clonas de las células MDCK donde se transfecté a E7 del VPH16 de manera
estable (MDCK-E7), pero no en las células MDCK parentales. B) La proteina E7 da una tincién moteada
en el citoplasma de las células MDCK-E7. Las células MDCK-E7 y las parentales se procesaron por
inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico contra E7. Los nucleos se tifieron con DAPI. Barra, 10
um. C) Imagenes de microscopia de luz de cortes semi-finos de las células MDCK-E7 y parentales.
Cabeza de flecha, células que crecen encima de otras; flecha, amplio espacio paracelular. Barra, 10 um.
D) Microscopia electronica de transmisién de cortes finos de las células MDCK-E7 y parentales. Cabeza
de flecha, célula que crece encima de otras; flecha, amplio espacio paracelular. Barra superior, 500 pum;

barra inferior 2.5 um.
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En las células MDCK, E7 induce el desarrollo de un pico mas alto de RET y
modifica el patrén de expresion de las claudinas

Enseguida analizamos si la expresion de E7 en las células MDCK, modifica el
desarrollo de la RET. Para ello, las monocapas confluentes de las células parentales
y MDCK-E7 se transfirieron de un medio con calcio normal (NC, 1.8 mM Ca?*) a otro
con bajo calcio (LC, 1-5 pM Ca?*) por 22 hrs. Posteriormente, estas monocapas sin
RET (tiempo 0) se incubaron en un medio con calcio normal, para promover la
formacion de novo de las UEs y el desarrollo de la RET. La figura 29A muestra que
las células MDCK-E7 alcanzaron un pico mas alto de RET en comparacién a las
células parentales. Sin embargo, 40 hrs. después del cambio a calcio, cuando la RET
se estabiliz6, ambas lineas celulares mostraron valores similares de RET. A
continuacion, examinamos la expresion de las claudinas -1y -10 en el pico de la RET
obtenida después del cambio a calcio (18 hrs.). Ademas, exploramos la expresion de
las claudinas -2 y -4, ya que la primera forma un poro catiénico paracelular (Amasheh
et al., 2002; Van ltallie et al., 2003) que incrementa la permeabilidad de la UE (Van
Itallie et al., 2003) y disminuye la RET (Furuse et al., 2001), y la ClI-4 ejerce un efecto
opuesto, ya que funciona como una barrera en las células MDCK (Van ltallie et al.,
2001). Mediante inmunofluorescencia observamos que en el pico de RET en las
células MDCK-E7 en comparacién con las células parentales, la expresion de las
claudinas -1, -2 y -10 disminuye. Ademas, la claudina-2 desaparece del borde de las
células y adquiere una distribucién difusa en el citoplasma. En contraste, la expresion
de la Cl-4 aumenta (Figura 29B y C). Estos resultados se confirmaron por Western
blot (Figura 29D).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el pico mas alto de RET
observado en las células MDCK-E7, se debe a que se altero la expresion de las

claudinas.
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Figura 29. La expresion estable de E7 en las monocapas de células MDCK induce el desarrollo
de un valor mas alto de RET y produce cambios en la expresion de las claudinas. A) Las
monocapas de células MDCK y MDCK-E7, se sembraron sobre insertos Transwell y se sometieron a un
cambio a calcio. El desarrollo de la RET se midié con el sistema de monitoreo automatizado
CellZscope. La grafica presenta la media * la desviacion estandar de 3 monocapas analizadas por
condicién. El andlisis estadistico se realizé a las 18 hrs. con la prueba t de Student. ****p<0.0001. B)
Deteccion por inmunofluorescencia de las claudinas -1, -2, -4 y -10 en el pico de la RET (18 hrs.) en las
células parentales y MDCK-E7. Imagenes representativas de 3 experimentos independientes. Barra, 10
um. C) Medicién de la intensidad media de la inmunofluorescencia de las claudinas -1, -2, -4 y -10 en el
pico de la RET (18 hrs.) en las células parentales y MDCK-E7. Los datos se obtuvieron de 3 imagenes
de cada condicién derivadas de 3 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé con la
prueba t de Student. Los resultados muestran la media + la desviacién estandar. ****p<0.0001. D)
Inmunodeteccion de las claudinas -1, -2, -4 y -10 en el pico de RET (18 hrs.) en las monocapas
parentales y MDCK-E7. Panel izquierdo, inmunodeteccion representativa de al menos 3 experimentos
independientes. La actina y el gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se emplearon como
control de carga. Panel derecho, andlisis densitométrico de las inmunodetecciones. El analisis
estadistico se realizé con la prueba t de Student. Los resultados muestran la media + la desviacidon
estandar. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

La oncoproteina E7 promueve en las células MDCK la migracion a través de una
matriz 3D, endurece la superficie apical y promueve la formacién de fibras de
estrés

Posteriormente, analizamos si la presencia de E7 induce la migracién de las
células MDCK, ya que esta caracteristica es necesaria para que las células
cancerosas invadan el estroma subyacente y generen una metastasis. Al respecto,
previamente se reportd que la expresion de la proteina E7 del VPH16 incrementa la
migracion celular, y que esto se acompafia por la sobre-expresion de las
metaloproteinasas -1, -2 y -9 en las células cervicales (Zhu et al, 2015), y la inhibicion
de Rho y ROCK y la concentraciéon de p27 en el citoplasma de los queratinocitos
(Charette et al, 2007).

Empleamos un modelo in vitro en 3D, ya que este asemeja mas la
organizacién in vivo de los tejidos que los modelos 2D. Para este objetivo, las células

MDCK y MDCK-E7 se sembraron sobre la plataforma Alvetex® cubierta con
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Matrigel®. Esta es un plataforma porosa e inerte de poliestireno con huecos que
recrean los espacios en 3D y sobre la cual las células pueden crecer. La figura 30A
muestra que las células MDCK migran a través de esta plataforma entre 20 y 30 um,
mientras que las células MDCK-E7 alcanzaron una profundidad de 50 um, por lo que
se concluye que E7 estimula la habilidad migratoria de las células MDCK.

Se ha visto que las células antes de que adquieran propiedades malignas, se
vuelven mas rigidas (Tavares et al.,, 2017). Por ello, medimos la rigidez de la
superficie apical de las células parentales y MDCK-E7 mediante microscopia de
fuerza atomica de nanoindentacion estandar. La figura 30B muestra que la rigidez de
la superficie apical de las células MDCK-E7 se incrementa en comparacion a las
células parentales. Sube 5.64 y 1.99 veces en las células individuales y en las islas
celulares, respectivamente.

Ya que la rigidez de las células suele estar acompafada por la acumulacion de
fibras de estrés (Tavares et al., 2017), en seguida analizamos si E7 promueve la
expresion de éstas. La figura 30C muestra la proliferacion de fibras de estrés en las
células MDCK-E7 en comparacion con las células parentales MDCK.

En conjunto, estos resultados indican que la oncoproteina E7 promueve

cambios en la célula caracteristicos de la transformacién celular.
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Figura 30. En comparacion con las células MDCK parentales, las células MDCK-E7 migran mas
cuando se siembran sobre una plataforma en 3D, su superficie apical es mas rigida y presentan
mas fibras de estrés. A) Las células MDCK parentales y E7 se sembraron en la parte superior de los
insertos Alvetex®Scaffold, precubiertos con Matrigel™. Después de 10 dias de cultivo, las células se
tiferon con faloidina rodaminada. Las imagenes se obtuvieron por microscopia confocal. Con el programa
Leica LAS AF version 3.x, se obtuvieron las series de imagenes en z, con un cédigo de profundidad de
rojo a azul. B) La medicién de la rigidez apical, se hizo con el microscopio de fuerza atémica en células
parentales y E7 cultivadas como células individuales o agrupadas en islas. El analisis estadistico se hizo
con la prueba t de Student. Los resultados presentan la media * la desviaciéon estandar. ***p<0.001,
****n<0.0001. C) La expresion de las fibras de estrés (flechas) es mayor en las células MDCK-E7 que en
las células parentales. Las células MDCK-E7 se tifieron con faloidina rodaminada y DAPI, para el marcaje

de las fibras de estrés y los nucleos, respectivamente. Barra, 30 um.
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VI. Discusién

En esta tesis observamos que en el cérvix del raton FvB, la expresion de la Cl-
1 es mayor en las células superficiales que se orientan hacia la luz. En cambio, la
expresion de esta claudina aumenta en las células basales conforme la edad de los
animales avanza de dos a siete meses. El tratamiento de los ratones FvB con E; 0 la
expresion de E7 en el ratéon transgénico no modificé este patrén de expresion. Sin
embargo, en el cérvix de los ratones K14E7 de dos meses de edad se observd un
incremento transitorio en la cantidad de CI-1. En cambio, en los papilomas invasivos
que se desarrollaron en los ratones K14E7 tratados con E; de siete meses de edad, la
expresion de la Cl-1 disminuy6é en comparacion con el cérvix restante. Este resultado
concuerda con observaciones hechas en otros canceres, en los que la Cl-1 también
disminuye (Ersoz et al., 2011; Lourenco et al., 2010; Sobel et al., 2005a; Suren et al.,
2014; Tokuhara et al., 2015; Wang and Yang, 2015).

Con respecto a la CI-10 en el cérvix de los ratones FvB, se observd que la
expresion de esta proteina disminuye después de los dos meses de edad y que el
tratamiento con E; o la expresion de la oncoproteina E7 con o sin el tratamiento de
E,, acelera su acumulacién en el borde de las células superficiales desde el segundo
mes de vida. El analisis cuantitativo de la fluorescencia muestra una disminucién de la
CI-10 en los ratones K14E7 con o sin tratamiento de E, a los 2 meses de vida, sin
embargo, este efecto no se confirmd por inmunodeteccién. También se observé que
en los ratones transgénicos K14E7 tratados con Ej, la expresion de la CI-10 es muy
pobre en los papilomas que invaden al estroma.

Por otra parte, también observamos que el tratamiento de los ratones FvB con
E,, aumenta la permeabilidad de las UEs al rojo de rutenio. Sin embargo, este efecto
es mayor en los ratones K14E7 tratados o no con E,. Esto sugiere que tanto los E> y
como la proteina oncogénica E7 abren las UEs. Al respecto, previamente
demostramos que en la piel de los ratones FvB ovariectomizados y tratados con E,,
disminuye la expresién de las proteinas de la UE ocludina y ZO-2 (Hernandez-Monge
et al., 2013). Cabe destacar, que en el cérvix de los ratones, el bloqueo paracelular al

rojo de rutenio ocurrié en las células mas superficiales, mientras que en el cérvix
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humano las UEs que restringen la difusion de marcadores paracelulares, se localizan
en la tercera o cuarta capa de células por debajo de la luz de la cavidad (Blaskewicz
etal., 2011).

Después de realizar los experimentos en el cérvix del ratdn transgénico,
procedimos a analizar si la expresion de E7 altera las UEs e induce la transformacion
de las células epiteliales normales. Para ello, decidimos transfectar a E7 en una linea
celular epitelial. No empleamos una linea celular de cérvix no-cancerosa de raton, o
de otro animal o de origen humano, ya que no hay alguna disponible. Empleamos en
cambio a las células MDCK, porque esta linea celular es muy facil de transfectar y es
un excelente modelo in vitro para el estudios de las UEs, ya que las células estan
polarizadas, exhiben abundantes filamentos de UE y valores estables de RET.
Comenzando con los estudios pioneros de Cereijido en 1978 (Cereijido et al., 1978),
esta linea celular se ha empleado extensamente para analizar las propiedades
eléctricas de las UEs y la permeabilidad paracelular (Martinez-Palomo et al., 1980;
Meza et al.,, 1980), los cambios en la ultraestructura de la UE por la técnica de
criofractura (Gonzalez-Mariscal et al., 1985), la composicion molecular de las
UEs(Van ltallie et al., 2003), asi como la respuesta de las UEs a una amplia variedad
de factores como la temperatura (Gonzalez-Mariscal et al.,, 1984), cationes
(Gonzalez-Mariscal et al., 1990), la activacion de rutas de sefalizacion (Balda et al.,
1991), toxinas (Sonoda et al., 1999) y factores de crecimiento (Garcia-Hernandez et
al., 2015). Ademas, la funcion de las claudinas y en particular de las claudinas -1 (Inai
et al., 1999), -2 (Van ltallie et al., 2011), -4 (Colegio et al., 2002) y -10 (Gunzel et al.,
2009) han sido estudiadas extensamente en las células MDCK. Asi mismo, el efecto
de numerosos virus y proteinas virales sobre las UEs se han estudiado en éstas
células. Tal es el caso de la proteina E6 del papilomavirus (Hernandez-Monge et al.,
2013), la proteina E4-ORF1 del adenovirus (Latorre et al., 2005), la proteina NS1 del
virus de la influenza (Golebiewski et al., 2011), el virus dengue (Ramirez et al., 2018)
el virus de la oveja Jaagsiekte (Johnson et al., 2010), la proteina v-Src (Toyli et al.,
2010), el virus de fiebre hemorragica de Crimea-Congo (Connolly-Andersen et al.,

2007), la proteina tumoral pequefia SV40 (Nunbhakdi-Craig et al., 2003), el rotavirus
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(Svensson et al., 1991), y las proteinas NSP4 (Tafazoli et al., 2001) y VP8 (Nava et
al., 2004) del rotavirus, la glicoproteina E del virus de la varicela zéster (Mo et al.,
2000), el virus del sarcoma de Moloney (Rajasekaran et al., 1996), la proteina G del
virus de la estomatitis vesicular (Gottlieb et al., 1993), el oncogen ras del virus Kirsten
(Schoenenberger et al., 1991), la hemaglutinina (Gravotta et al., 1990; Stephens et
al., 1986; van Meer and Simons, 1986) y glicoproteinas del virus de la influenza (Roth
and Compans, 1981), la proteinas gp70/p15E del virus de la leucemia murina
(Stephens et al., 1986), el virus del simio 5 (Rindler et al., 1984), el virus del moquillo
canino (Noyce et al., 2013) y el virus de la estomatitis vesicular (Rindler et al., 1984;
Roth and Compans, 1981). Toda esta informacién contribuye a que la linea celular
MDCK sea considerada un modelo ideal para el estudio del efecto de proteinas
virales sobre las UEs.

Nosotros generamos una clona de células MDCK que expresa a E7 de manera
estable. Observamos que en estas monocapas, el espacio intercelular entre las
células adyancentes se ensanché y aparecieron areas de la monocapa donde unas
células crecian por encima de las otras. Un fenotipo similar se observd en las
monocapas de células MDCK que no expresan a la proteina de la UE ZO-2
(Hernandez et al., 2007; Raya-Sandino et al., 2017). Aunque nuestros resultados
sugieren que la oncoproteina E7 dana a las UEs, cuando analizamos el desarrollo de
la RET en las monocapas MDCK-E7, observamos que alcanzan una RET al pico mas
alta que las células parentales. Este resultado inesperado, nos llevd a explorar el
patron de expresion de las claudinas en el momento en que la RET alcanza su valor
maximo. Asi, encontramos que en este punto en las células MDCK-E7, la expresion
de las claudinas-1, -2 y -10 disminuye, mientras que la Cl-4 aumenta. La alteracion de
un solo tipo de claudina puede modificar de manera significativa la permeabilidad y la
RET de un tejido [para revision ver, (Gunzel and Yu, 2013)]. Es particularmente
importante el incremento en la expresion de la Cl-4 en las células MDCK-E7, ya que
esta proteina funciona como una barrera catidnica y su transfeccion en las células
MDCK, disminuye la permeabilidad e incrementa la RET (Van ltallie et al., 2003). La
disminucion en la expresion de la CI-2 en las células MDCK-E7, también se espera
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que tenga un efecto significativo sobre la RET, ya que esta claudina se expresa en los
epitelios mas permeables, como el tubulo proximal del rindn (Enck et al., 2001) y las
criptas intestinales (Rahner et al., 2001), donde funciona como un poro de alta
conductancia permeable a cationes (Amasheh et al., 2002; Furuse et al., 2001). La CI-
1 se expresa ubicuamente en los epitelios y forma una barrera que incrementa la RET
(Inai et al., 1999; McCarthy et al., 2000). Por ello, la disminucion de la Cl-1en las
células MDCK-E7, no se espera que contribuya al aumento de la RET observado. La
Cl-10 también se expresa en muchos tejidos y mientras la Cl-10a actua como poro
aniénico (Van ltallie et al., 2006), la CI-10b funciona como poro de cationes. La CI-10a
se restringe al rindn (Gunzel et al., 2009), mientras que en el resto de los tejidos, se
expresa la CI-10b. Sin embargo, con los anticuerpos empleados en este estudio, no
se puede saber cual de estas isoformas se expresa en el cérvix murino o en las
células MDCK.

En las células MDCK encontramos que la expresion de E7 induce la migracion
celular a través de una matriz en 3D, endurece la membrana apical, promueve la
aparicion de fibras de estrés y cambia el patron de expresion de las claudinas-1, -2, -4
y -10. Estos cambios en conjunto, sugieren que las células han desarrollado un
fenotipo transformado. Con respecto al incremento en la migracion celular y la
alteracion en la expresion de las claudinas, estudios previos muestran que en las
células cancerosas, la migracion celular aumenta tras la sobreexpresion de las
claudinas -2 (lkari et al., 2011), -4 (Hicks et al., 2016), -7 (Dahiya et al., 2011), -8
(Ashikari et al., 2017), -10 (Zhou et al., 2018), -11 (Li et al., 2018; Lin et al., 2013)-17
(Sun et al., 2018); 6 al silenciar a la claudinas -3, -4 (Shang et al., 2012), -6 (Ren et
al., 2013), -7 (Li et al., 2018) y ala -10 (lp et al., 2007). Asi mismo, se ha visto que en
las células no transformadas, la migracion celular aumenta tras el silenciamiento de la
Cl-2 (lkari et al., 2011) o el bloqueo de la segunda asa extracelular de la CI-4 con un
péptido homdlogo (Webb et al., 2013).

Con respecto a la dureza de las células, se sabe que los tumores son mas
rigidos que el tejido sano circundante, y que la rigidez del estroma es un factor que

favorece la tumorigénesis [para revision ver (Handorf et al., 2015; Indra and Beningo,
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2011). Nosotros encontramos que las células MDCK transfectadas con E7 adquieren
una mayor rigidez en su membrana apical, y lo mismo se observé cuando las
proteinas de la UE, ZO-1 y ZO-2 se nockearon (Cartagena-Rivera et al., 2017). Por
otro lado, es frecuente encontrar que un aumento en la dureza de las células se
acompafia de la aparicién de fibras de estrés. Estas son un factor esencial que
promueve el crecimiento de los tumores mamarios durante la etapa pre-maligna
(Tavares et al., 2017). Por ello pensamos que el incremento en la tensién de la
superficie apical y la proliferacion de las fibras de estrés en las células MDCK-E7, son
sefales que indican un avance en el proceso de transformacién de epitelio a
mesénquima.

En resumen, nuestros resultados en las células MDCK indican que la proteina
oncogénica E7 del VPH16, induce cambios en la expresion de las claudinas vy el
sellado de las UEs, que se acompaian por un incremento en la dureza de la
superficie apical, una mayor motilidad celular y alteraciones en la citoarquitectura

celular, que podrian favorecer el desarrollo de la tumorigénesis.

VIl. Resumen de resultados

El patron de expresion de la claudina-1 en el cérvix del ratén de 2 a 7 meses
de edad, no cambia con la expresion de E7 6 E,. En cambio, la claudina-10 se
concentra en la capa mas superficial del cérvix desde los 2 meses de edad en los
ratones tratados con E; 0 que expresan a E7 en presencia o ausencia de E».

En el cérvix del ratdn el bloqueo al transito paracelular se establece en la capa
mas superficial del epitelio multi-estratificado donde se concentran las claudinas -1y -
10. A diferencia del cérvix humano donde este bloqueo con la unién estrecha aparece

hasta las células superficiales de la capa intermedia.
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La oncoproteina E7 en las células epiteliales MDCK induce cambios

caracteristicos de la transicion epitelio mesénquima: altera la citoarquitectura,

promueve la migracién, aumenta la rigidez celular, la formacion de fibras de estrés y

la expresion de las claudinas.
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VIIl.  Conclusién

- La concentracion de la claudina-10, que constituye un canal o poro paracelular,
en la capa mas superficial del cérvix, desde los 2 meses de edad en los ratones
tratados con E; 0 que expresan a E7 en presencia o ausencia de E, podria
explicar el aumento en la permeabilidad paracelular del cérvix.

- En el cancer invasor se silencian las claudinas -1 y -10, lo que coincide con lo
observado en diversos carcinomas.

- E7 en las monocapas de células epiteliales MDCK induce una transicion epitelio-
mesénquima, ya que cambia la citoarquitectura, aumenta las fibras de estrés y
altera la expresién de claudinas. Esto sugiere que E7 impacta a diversas rutas de
sefalizacion, y no unicamente actua promoviendo la entrada al ciclo celular por

su efecto sobre retinoblastoma.
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IX. Perspectivas

- Analizar el efecto de E;, + E7 en las células MDCK.

- La ausencia de ZO-2 en las células MDCK generd cambios similares a los
observados en las células MDCK-E7: el espacio paracelular se ensanchd, las
células crecieron unas encima de otras, migraron mas y formaron mas fibras
de estrés. Por ello, se podria analizar en el cérvix del ratén transgénico K14E7
con y sin estrogenos y en las células MDCK-E7, la expresion de ZO-2.

- Ya que RhoA induce la formacion de las fibras de estrés, se propone analizar
el efecto de E7 sobre la actividad de RhoA/ROCK en las células MDCK.
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