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RESUMEN

El virus del Papiloma Humano (HPV) es el principal agente etiolégico del cancer
Cérvico uterino. Solo una minima proporcion de las infecciones con HPV de alto
riesgo progresan a cancer invasor, por lo que se requiere de factores adicionales;
uno de estos podria ser la variacion intratipo de HPV. En México se han asilado 3
variantes de HPV18: el aislado de referencia (As-Ai), la variante Europea (E) y la
Africana (Af). Esta Ultima, asociada a un comportamiento biolégico menos
agresivo.

OBJETIVO.- Determinar si las proteinas E6 de las variantes de HPV18 presentan
diferencias funcionales, en la degradacion de proteinas blanco (p53, Bax y hDLG),
y en el proceso de proliferacién celular.

METODOS.- Células C33 y MCF7 transfectadas con E6 variantes fueron
analizadas en su capacidad de proliferaciéon por Cristal violeta y Citometria de
Flujo. Los niveles de proteinas blanco de HPV en las células transfectadas con EG
fueron analizados mediante ensayos de Western Blot.

RESULTADOS,- Las E6 variantes de HPV18 mostraron un patron de
comportamiento diferencial medido por los niveles de sus proteinas blanco. La
tasa de proliferacién celular fue significativamente diferente en las células
transfectadas con las variantes de E6. La variante E6Af presenté los mayores
niveles de estas proteiqas y menor proliferacion celular. Se demostré que la
proliferacion celular promovida por las variantes de E6 de HPV18 es
independiente de p53.

CONCLUSIONES.- Pequefias diferencias en la secuencia de E6 de HPV18 son

suficientes para repercutir en diferencias tanto a nivel de su accién sobre proteinas
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blanco, como en la proliferacion celular. Esto podria explicar en parte porqué

infecciones con un mismo tipo de HPV, presentan comportamientos biol6gicos

diferentes.



INTRODUCCION

CANCER

Después de un cuarto de siglo de rapidos avances, la investigacion sobre el
cancer ha generado un vasto cuerpo de conocimiento con una complejidad
importante. Esta investigacion muestra que el cancer es una enfermedad que
involucra cambios dindmicos en el genoma celular. Estas alteraciones son
mutaciones sobre oncogenes que confieren ganancia en la funcién celular o en
genes supresores tumorales que inducen pérdida en alguna funcion celular.
Aungue las reglas que gobiernan la transformacion de las células humanas
normales en cancerosas no se conoce por completo, el proceso tumoral en los
humanos es un proceso multifacético que refleja alteraciones, principalmente
genéticas, que dirigen esta transformacion progresiva en células malignas
(Hanahan y Weinberg, 2000). Recientemente se ha propuesto, en base a
evidencias acumuladas, que modificaciones epigenéticas tienen un papel crucial
en el desarrollo del cancer. Tales modificaciones epigenéticas pueden inducir
hipometilacion conduciendo a activacion de oncogenes e inestabilidad del
cromosoma; hipermetilacion resultando en el silenciamiento de genes supresores
de tumores; remodelamiento de la cromatina. y silenciamiento asociado a RNA
(Hsin Pai et al., 2005).

El genoma de las células tumorales se encuentra alterado en mdltiples
sitios lo cual conduce a un desarrollo tumoral a través de un proceso analogo a la

evolucion Darwiniana, en el cual una sucesion de cambios genéticos, confieren
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algun tipo de ventaja en el desarrollo conduciendo a la transformacién progresiva

de célula normal a cancerosa.

Las células cancerosas tienen defectos en los sistemas reguladores que
gobiernan la proliferacion y la homeostasis celular normal. Estos defectos
conducen a una gran yariedad de tipos y subtipos de cancer que provocan
multiples preguntas principalmente encaminadas a saber como una célula
adquiere malignidad.

La investigacion actual sobre el cancer muestra que estos tipos celulares se
encuentran alterados en seis puntos de su fisiologia que dictan el crecimiento
maligno de los mismos: a) independencia a las sefiales de crecimiento, b)
potencial replicativo ilimitado, c) insensibilidad a las sefiales que inhiben el
crecimiento, d) angiogénesis sostenida, e) evasion de apoptosis, y f) invasion
tisular y metastasis (Figura 1). Cada uno de estos cambios fisiologicos refleja la
ruptura de los mecanismos de defensa anticancerigenos en las células y los

tejidos (Hanahan y Weinberg, 2000).
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(Tabla 1), asimismo, también se pueden dividir en aquéllos que infectan
superficies cutaneas y los que infectan las superficies mucosas. Esta clasificacion
del HPV se debe a las alteraciones genéticas provocadas por las oncoproteinas
del virus en los mecanismos de control del ciclo celular (White A., et al, 1994;
Demers G., et al, 1994; Slebos R., et al, 1994). Dado que no existe un consenso
que se refiera a la categorizacién de muchos tipos de HPV con baja prevalencia
de acuerdo al riesgo, se ha propuesto una clasificacion en base a su relacién
filogenética. Para hacer esta agrupacién, se utilizé un arbol filogenético de 106
tipos de papilomavirus en base al alineamiento de las secuencias. Entre los 33
tipos de HPV que fueron examinados, los tipos 16, 31, 33, 35, 52, 58 18, 39, 45,
59, 68, 70, 26, 51, 82, 53, 56 y 66, fueron filogenéticamente clasificados como
tipos de alto riesgo. En contraste, tipos 6, 11, 44, 34, 73, 40, 43, 42, 72, 81, 83, 84,
'CP6108 y 57 fueron clasificados como tipos de bajo riesgo. Posteriormente el
estudio realizado por Mufioz et al., (2003) mostré una fuerte coincidencia entre

esta clasificacion epidemioldgica y la filogenético (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion filogenética y epidemiolégica

de HPV

Clasificacion
Filogenética Clasificacion epidemiolégica

Alto Riesgo Bajo Riesgo
Alto Riesgo 16, 18,31,33,35,39,

45,51,52,56,58,59 70
68,82,26*,53*,66*

Bajo Riesgo 6,11,40,42,43,44

73 54,61,72,81, CP6108

11

*La clasificacion epidemiolégica de esos tipos como probables de alto riesgo es

en base sobre cero controles y uno de tres casos positivos. Mufiéz N et al. 2003.

EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

Generalidades

El virus de Papiloma Humano estd formado por DNA de doble cadena, el
cual cuenta con aproximadamente 8000 pb, que esta contenido en la capside viral
compuesta de 72 capsémeros Y tiene un diametro entre 52 y 55 nm. Este virus
tiene forma icosahédrica y, como caracteristica, infecta las células del epitelio
estratificado multiplicandose en el nucleo de las mismas. En la actualidad se
conocen mas de 200 tipos de\HPV, los HPVs considerados de “bajo” riesgo son

aquellos localizados en verrugas epiteliales o genitales mientras que los tipos de

“alto riesgo” son detectados en carcinomas y displasias (Clavel C et al., 1999,

Lorinez AT, et al., 1992).

En mas del 99% de las lesiones precursoras y de cancer invasor del cérvix

se ha encontrado el genoma de algunos tipos de HPV de alto riesgo (Bosch et al.,



12
1995: Walboomers et al., 1999), entre los cuales los tipos de HPV16 y HPV18 son

los que se encuentran con mayor frecuencia en los carcinomas cervicales (50% y
25% de los casos, respectivamente). EI DNA de HPV16 se encuentra en
aproximadamente el 50% de carcinomas de células escamosas, mientras que el
DNA de HPV18 esta en el 50% de los adenocarcinomas (Milde-Langossch et al.,
1993), siendo estos ultimos los mas agresivos, ya que estos no se han encontrado

relacionados con el desarrollo de lesiones preinvasoras

Estructura y regulacion del genoma viral

El genoma de los papilomavirus comprende 2 regiones codificantes, una
denominada region temprana o E (Early) y la otra conocida como region tardia, L
(Late), las cuales se encuentran separadas por una region no codificante llamada
Region Larga de Control (LCR) de aproximadamente 1.0 kb (Zur Hausen H.,
1996). La region E, esta formada por los genes E1, E2, E4-E7 que se expresan en
infecciones tempranas y latentes por el virus, estos genes contienen la informacion
necesaria para la replicacién viral y la transformacion de la célula. La region L,
contiene los genes L1 y L2, que codifican -proteinas estructurales del virus y que
se expresan en la infecciéon productiva. La region LCR, que cubre alrededor del
10% del genoma, se localiza entre el final del marco abierto de lectura (ORF) de

L1 y al principio del ORF de E6 (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del Genoma viral. Se muestra un esquema del genoma viral en
estado episomal donde se sefialan los marcos de lectura que conforman el genoma viral,
genes de expresion temprana y genes de expresion tardia. Ademas se sefiala la region
que se conserva en tejidos con cancer y lineas celulares; la region de ruptura durante la
integracion al genoma celular y la regién que no se expresa después de la integracion.

La regulacion de la expresion del genoma viral es compleja y esta
controlada tanto por factores de transcripcion virales como celulares. La mayor
parte de esta regulacion ocurre dentro de la region LCR. La proteina E1 se une a
sitios especificos del DNA, interactia con la DNA polimerasa alfa, posee actividad
de helicasa dependiente de ATP, interactia con la proteina E2 e interviene en la
replicacion del virus.

Por su parte la proteina E2 actia como factor de transcripcién afectando la
expresion de los genes E6 y E7 (Bauvard et al., 1994).

Aunque la participacién de la proteina E4 en el ciclo de vida del HPV no

esta clara, se sabe que no es requerida para la transformacion ni para la
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persistencia episomal del DNA del virus, pero desestabiliza estructuras de
citoqueratinas.

La proteina E5 posee actividad transformante, expresandose en infecciones
productivas, aunque el marco de lectura que codifica para esta proteina
frecuentemente se encuentra suprimido en las células de cancer de cérvix, lo que
sugiere la ausencia de funcién de este gen en el mantenimiento del fenotipo
maligno de las células cancerigenas (Crusius et al., 1997).

Los principales genes transformantes de HPV los constituyen E6 y E7.
Estudios moleculares han demostrado que las proteinas E6 y E7 son capaces de
inmortalizar queratinocitos humanos in vitro y probablemente estan involucradas
en la transformacion maligna del epitelio cervical interactuando fuertemente con
proteinas reguladoras del ciclo celular, como son p53 y pRb (Dyson N., et al.,1989;
Werness B. A.,-et al, 1990). La expresion continua de E6 y E7-es necesaria para
mantener la proliferacion y el caracter anti-apoptdtico de las células derivadas de
cancer cervical (Francis et al., 2000).

Por otro lado, las proteinas L1 y L2 son los constituyentes de la capside
viral, la proteina L1 es la mas abundante y forma aproximadamente el 80% del

total de la capside viral mientras que la proteina L2 forma el resto.

E6

La proteina E6 es un polipéptido pequefio que contiene aproximadamente
150 aminoacidos, dependiendo del tipo de HPV del que provenga, con un peso
.molecular aproximado de 18 Kda. Las proteinas E6 de diferentes tipos de HPVs
muestran homologia moderada entre aminoacidos. La caracteristica comun de la

mayoria de estas proteinas es la presencia de cuatro dominios de. Cys-X-X-Cys



15

que son capaces de unir zinc (Figura 5) (Barbosa et al., 1989; Grossman y
Laimins, 1989; Kanda et al., 1991). Estos dominios son importantes pues estan
implicados en la activacion transcripcional, transformacion, inmortalizacién y
asociacion con proteinas celulares (Chen et al., 1995a; Dalal et al., 1996). Las
proteinas E6 de los HPVs de alto riesgo tienen un dominio de unién llamado PDZ
que es importante para la asociaciéon con otras proteinas que cuentan con este

tipo de dominio (Songyang Z et al 1997).

P53 P53
IXD NEK
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E ; R £
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> R E 1
T D A A
L s P G
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Figura 5. Secuencia y dominios de unién a proteinas, de la proteina E6. Se utilizéd una
sola letra para designar los aminoacidos. La secuencia esta arreglada en base a la
configuracion de los dedos de zinc. Los residuos de cisteina que forman los dedos de zinc
(CXXC) estan en negritas. Cambios presentes a nivel de nuicledtido en algunas
secuencias de E6 se sefalan en letra clara en el aminoacido codificado por el codon
donde hubo tal cambio. Aminoacidos subrayados y con un asterisco ejemplifican cambios
encontrados a nivel del codon que codifica para tal aminoacido en otras secuencias de
E6. En los casos en los que cambios encontrados a nivel de codones dan origen a un-
aminoacido diferente se sefialan con el simbolo de ambos aminoacidos. Las flechas
indican el sitio de splicing de la proteina ES, inicio y término para dar origen a la proteina
E6*. Finaimente se sefialan los sitios de unién- de la proteina E6 con algunas de sus
proteinas blanco como p53 y hDLG.
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En cuanto a la interaccién con proteinas, E6 puede unirse con la proteina
celular p53 a través de la proteina EGAP que funciona como ubuquitin ligasa
conduciendo a su degradacién por ubiquitinacién (Huibregtse et al, 1991:
Scheffner et al., 1993), lo que da como resultado la pérdida de un punto de control
en la fase G1 y resistencia a la apoptosis mediada por p53, viéndose afectados
genes blanco de p53, tal es el caso del gen bax (Lechnerty Laimins, 1994).

Se ha visto que E6 interactia con multiples proteinas celulares que incluyen:
E6BP (también referida como ERC55) una proteina de posible uniéon a calcio
(Chen et al., 1995); paxilina, una proteina involucrada en procesos de adhesion
celular, relacionada con la transduccion de sefiales de la membrana plasmatica al
citoesqueleto de actina (Tong y Howley et al., 1997); clatrina, un adaptador del
complejo Ap-1, homologo de la proteina supresora de tumores de discos grandes
de la Drosophila (hDig) (Gardiol et al.,1999); ademas la proteina proapoptética
Bak, receptor 1 del factor de necrosis tumoral y las proteinas reparadoras del DNA
MGMT y XRCC1 (Filippova et al., 2002; Iftner et al., 2002) entre otras (Mantovani y
Banks, 2001; Rapp y Chen, 1998) (Tabla 2).

Se ha demostrado que la proteina hDIg resulta esencial como un regulador de las
uniones intercelulares y se clasifica como un potente supresor de tumores en
eucariontes superiores. El gen hDIG humano se expresa en células epiteliales en
los sitios de contacto célula-célula y actia como un regulador negativo de la
proliferacion celular. Se ha demostrado que el gen E6 de HPV18 se une mas
fuertemente a hDIG, promoviendo su degradacion, que E6 de HPV16 (Gardiol,

1999).
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Tabla 2. Proteinas con las que interactia E6

1.- ASOCIACION A TIPOS DE E6 FUNCION DELA
PROTEINAS PROTEINA BLANCO

E6-AP HPVs de alto riesgo y BPV1 | Ubiquitin ligasa

E6-BP HPVs de alto riesgo y BPV1 | Proteina de unidn a calcio

Paxilina HPV16y BPVI Proteina de adhesion focal

AP-1 BPV1 Adaptador de claritina (trans-
Golgi) _ -

Tuberina HPV16 Supuesto supresor de tumor

IRF-3 HPV16 Interferén regulatory factor-3

CBP/p300 HPV16 y BPV1 Coactivador transcripcional

PKN HPV16 Serina/Treonin cinasa

Tyk2 HPVI18 Tirosin cinasa

Zyxin HPV6 Proteina de adhesién focal

TNF R1 HPV16 Receptor I del Factor de
Necrosis Tumoral

Fibulin-1 HPVs de alto riesgo HPV Proteina de Matriz
extracelular

XRCC1 HPV1, 8§, 16 Reparador de una sola cadena
de DNA.

2.- PROTEINAS QUE
DEGRADA

P53 HPVs de alto riesgo Supresor de Tumor

Myc HPV16 Oncoproteina

Bak HPV18 y HPVs cuténeos Proteina proapoptética

hMCM7 HPVs de bajo y alto riesgo

E6TP1 HPVs de alto riesgo

| hDlg HPVs de alto riesgo Supresor de Tumor

MUPPI HPV18 Adaptador en sefializacion?

hScrib HPV16 Supresor de Tumor

Gps2/AMF-1 HPVs de bajo y alto riesgo Factor de Transcripcion

MAGIs HPVs de alto riesgo Relacionado a Dlg

MGMT HPVs de alto riesgo Proteina de reparacion del
DNA

hADA3 HPVs de alto riesgo Coactivador transcripcional




18

Alteraciones del ciclo celular inducidas por E6

La progresion del ciclo celular eucariético es estimulado por complejos de
proteinas cinasas, cada uno de los cuales consiste de una ciclina y una cinasa
dependiente de ciclina (CDK) (Stewart et al., 2003). La actividad de las CDKs esta
regulada por ciclinas, inhibidores de CDK vy fosforilacién (Sherr y Roberts, 1999).
La progresion del ciclo celular es regulada en puntos de supervision que
representan puntos de control dentro del ciclo celular que aumentan la eficacia de
reparacion del DNA (Paulovich et al., 1997). Los defectos en la funcién de estos
puntos contribuyen a la inestabilidad genética observada en el cancer (Hartwell y
Kastan, 1994).
La proteina E6 interrumpe estos puntos de control del ciclo celular (Figura 6), lo
que contribuye a la inestabilidad observada en células que expresan esta proteina
viral (Renznikoff et al., 1994; White et al., 1994; Xiong et al., 1996). La forma en
la cual E6 realiza estas alteraciones es por interaccion con. proteinas que reparan
el DNA o por duplicaciéon de centrosomas de la divisién del ciclo celular (Duensing

et al., 2000, 2001a,b; Ifner et al., 2002).
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Figura 6. Interrupcién de puntos de regulacion del ciclo celular por E6. Bajo condiciones
de estrés, p53, proteina importante para la induccion de arresto en G1 y transicién G2/M,
es activada. Por lo tanto la degradacion de p53 por E6 interrumpe el arresto en G1
afectando también el punto de control G2/M.

E6 tiene la capacidad de interactuar con p53 (regulador del dafo al DNA)
promoviendo su degradacién impidiendo que el dafio en el DNA sea reparado.
Entre otras posibles asociaciones de HPV con los procesos de proliferacion celular
se encuentran las interacciones de la oncoproteina E6 con las proteinas, c-myc
(Veldman T. et al.,, 2003) y proteinas guanilato kinasa asociadas a membrana
(MAGUK) incluyendo Dlg. La familia de proteinas myc son un grupo de factores de
transcripcion estructuralmente relacionados, involucrados en una gran variedad de
procesos de regulacién celular. El oncogen c-myc ha sido implicado en el control

de la proliferacion celular normal y apoptosis. Estudios recientes muestran que la



20

expresion celular de E6 de HPV16 estimula la degradacién de la proteina c-myc in
vitro, aunque también se ha visto que E6 puede activar la transcripcion de esta
(Gross-Mesilaty et al., 1998). Las proteinas MAGUKSs son localizadas en regiones
de contacto célula-célula. Se ha demostrado que E6 también degrada a la proteina
DLg, esencial para la regulacion de ciclo celular y polaridad en Droséfila, aunque
también se ha visto que esta proteina tiene como funcién estabilizar en la
membrana a la proteina PTEN, un inhibidor de la ruta de AKT responsable de Ia

activacion de NFkB proteina relacionada con proliferacion celular.

Modulacion de apoptosis por E6

La apoptosis es un proceso de muerte celular que elimina aquellas células
ineficientes o con alteraciones en su DNA que no pueden ser reparadas. La
apoptosis inapropiada puede causar enfermedades degenerativas y-la falla de una
apoptosis apropiada contribuye a enfermedades como el cancer. Se sabe que hay
proteinas virales que pueden modular la apoptosis, tal es el caso de la proteina E6
cuya actividad antiapoptética se le atribuye en parte a su capacidad para degradar
proteinas involucradas en el proceso apoptético, como p53, c-Myc, FADD y Bak, a

través de la ruta proteosémica (Figura 7).
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lectura de E6, y una serie de receptores de ajuste hacia abajo del marco de
lectura. Entre los polipéptidos codificados por tales transcritos se encuentran

cuatro proteinas truncadas de E6, llamadas E6* I-IV (Figura 8).

Thomas, 1999

Figura 8. Procesamiento del gen E6 de HPV18. El gen E6 de HPV18 sufre un
procesamiento alternativo produciendo proteinas mas pequefias conocidas como E6* 1-4.

Aparentemente, la proteina E6*| traducida in vifro es inestable, lo que
explicaria los bajos niveles de la misma observados en lineas celulares (Pim et al.,
1997). La traduccién in vitro de E6*| puede inhibir la degradacion de p53 por E6
dependiente de ubiquitina (Pim et al., 1997). En células que carecen de p53 se
observé que la coexpresion de E6*l con p53 en presencia de ES, resulta en la

inhibicién de la degradacion de p53 por E6 (Pim D y Banks L, 1999).

Se sugiere que E6*l es capaz de unirse a E6 y a E6-AP, pero no a p53
dado que pierde los sitios de unién a la misma (Thomas et al.,1999) (Figura 9).

Sin embargo, el analisis mutacional de E6*| ha mostrado que la actividad
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antiproliferativa de esta proteina se correlaciona principalmente con la habilidad de
interactuar con E6, mas que con E6-AP (Pim y Banks et al., 1999). Esto sugiere
que una de las funciones de E6*l es modular la degradacién de p53 durante la
replicacion viral. La expresidn ectopica de E6* tiene un efecto antiproliferativo en
lineas celulares derivadas de tumores cervicales (Pim D y Banks L. 1999, y Pim D,

Massimi P y Banks, 1997) seguramente debido a la proteccion de p53.

MARFEDPTRRPYKLPDLCTELNTSLQDIEITCVYCKTVLELTEVPAVP
ETVESSRKT*

Figura 9. Secuencia de la proteina E6*l. Se utilizd una sola letra para designar los
aminoacidos. En negritas se sefiala el dominio de zinc (CXXC) conservado. La secuencia
subrayada indica los aminoacidos modificados en E6*| después del splicing debido a un
cambio en el marco de lectura. El asterisco indica un codén de paro en la secuencia. Se
sefiala el dominio de unién a E6 conservado en E6*l.

VARIANTES DE HPV

Actualmente se conocen mas de 200 tipos de HPVs identificados de
acuerdo a su homologia en su secuencia nucleotidica la cual varia en un 10% de
cualquier otro tipo conocido.

Las variantes se definen como aquellos aislados de HPV que varian en
menos del 2% con respecto al tipo viral de referencia en regiones conservadas del
genoma, como E6, E7, L1y L2 (Bernard et al., 1994).

Aunque se sabe que el HPV, tiene un papel crucial como agente etioldgico
del cancer cérvico-uterino, sélo una pequena proporcion de las lesiones cervicales

infectadas con el virus de alto riesgo avanzan a cancer, lo cual indica la presencia
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de factores adicionales. Un factor viral muy importante podria ser la variacion
intratipo.

Ciertas evidencias epidemiolégicas sugieren que las variaciones genéticas
en HPV pueden estar involucradas en el desarrolio de infecciones persistentes o
en un mayor riesgo al desarrollo de cancer de cérvix (Xi et al., 1997; Zehbe et al,
1998).

Algunos de los cambios en aminoacidos de ciertas proteinas de los HPVs
podrian afectar dominios antigénicos funcionales, lo que a su vez, al cambiar
propiedades bioldgicas e inmunoldgicas, daria diferencias en comportamiento y
patogenicidad de ciertas variantes de HPVs de alto riesgo (Ellis et al., 1995, Hecht
el al., 1995; Stoppler et al., 1996).

La diversidad intra-tipo de HPV-18 guarda muchas similitudes con HPV-16.
Actualmente se han detectado 3 ramas filogenéticas principales para HPV-18

(Europea, Africana y Asiatica/Amerindia; Ong et al., 1993) (Figura 10).
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HPV18

Variante 2
T18-16b J
T18-16

T18-17

T18-12

T18-10

Figura 10. Clasificacion filogenética de HPV 18. Se muestra la clasificacion de las
variantes de E6 de HPV18 de la poblacién mexicana. La variante de referencia se ha
ubicado en la rama Asiatico-Amerindia, variante 1 en la rama Europea y la variante 2,
ubicada a la rama Africana (Ong et al., 1993).

ANTECEDENTES

Dentro de los tipos de HPV de alto riesgo, HPV18 es de particular
importancia puesto que se ha observado que este virus se asocia preferentemente
con los tumores mas agresivos y menos diferenciados (Arends et al; 1993). La
presencia de HPV18 se correlaciona con una mayor posibilidad de recurrencia
tumoral y de metastasis a nodulos linfaticos. Sin embargo, a pesar de su

naturaleza agresiva, en algunas ocasiones HPV 18 se asocia con un fenotipo
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diferente, caracteristico de las infecciones con tipos de HPV de bajo riesgo
(McLachlin et al; 1994).

Hecht et al., (1995) reportaron un subtipo de HPV18 encontrado en mas del
40% de las muestras con LIE (lesién intraepitelial cervical), pero no entre los casos
de cancer por lo que las consideré6 como muestras con una oncogenicidad
disminuida. Posteriormente Lizano et al., en 1997 reportaron variantes de HPV18
encontradas en la poblacién mexicana donde se presenté una aparente asociacion
entre un aislado de HPV18 (variante Africana-Af), y el carcinoma de células
escamosas, en contraste con la clona de referencia (Variante Asiatico amerindia-
As-Ai) asociada con otros tipos histoldgicos como adenocarcinoma, carcinoma
adenoescamoso y de células pequefias (considerado el mas agresivo). Esta
asociacion sugiere que el aislado de la variante Africana puede presentar un
comportamiento menos agresivo, puesto que los carcinomas escamosos tienen un

mejor pronostico que los otros grupos de tumores estudiados.

Con el propésito de evaluar si existen diferencias funcionales entre las
variantes de HPV18 encontradas en la poblacidon mexicana (Asiatico-Amerindia,
Europea y Africana), en un trabajo previo en nuestro grupo, se clonaron y
secuenciaron los genes E6, E7, E2 y LCR de los diferentes aislados. Las
secuencias mostraron cambios importantes que pudieran representar regiones
criticas en las funciones de los genes E6, E2 y LCR. En la var 2 de E6 se
encontraron 10 cambios a nivel de nucleétidos con respecto a la clona de
referencia a diferencia de la var 1 donde s6lo 3 cambios estuvieron presentes,
mismos que estuvieron incluidos en la variante 2. De los diez cambios presentes,

dos afectaron la secuencia de aminoacidos de la variante 2. El primer cambio se
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presentd en el nucledtido 342, una citosina por una timina, provocando que el
aminoacido 80, aminoacido cargado positivamente (Histidina-H), en la variante 2
sea un aminodacido aromatico sin carga (Tirosina-Y). El segundo cambio ocurrido
en el nucledtido 491, una citosina por una adenina, que repercute en el cambio
del aminoacido 129, un aminoacido polar sin carga (Asparagina-N) por uno
cargado positivamente (Lisina-K) (Tabla 3). El gen E7 mostr6 menos cambios,
reafirmando que es un gen mas conservado. A su vez, la secuencia del gen E2 de.
la variante 2 mostr6 que esta variante es similar a la reportada por Hecht y col
(1995), en cuyo trabajo propone que se trata de una variante con un menor riesgo

oncogeénico.

proteinas entre los aislados de HPV18 encontrados en la poblacién mexicana.

Tabla 3. Cambios observados tanto a nivel de nucledtidos como a nivel de|.

Posicion E6As-Ai E6E E6Af Posicion E6As-Ai E6E E6Af

251 T -- C 49 Fenilalanina-F - *

266 G - A 54 Valina-V - *

287 C G G 61 Prolina-P * *

317 T - C 71 Fenilalanina-F  -- *

342 C - T 80 Histidina-H - Tirosina-Y
374 G - A 90 Leucina-L - *

485 T C C 127 Fenilalanina-F  * *

491 Cc - A 129 Asparagina-N - Lisina-K
548 A -- G 148 Glutamato-E - *

549 C A A 149 Arginina-R * *

|

[

Grado de Oncogenicidad Grado de Oncogenicidad
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Por otra parte, se analizé la distribucion de los distintos aislados de HPV18
en lesiones positivas a este tipo viral y que conforman la historia natural del cancer
de cérvix, es decir, epitelio normal de cérvix, lesiones de bajo y alto grado y cancer
invasor. Se observé que la variante 2 predomina en lesiones de bajo y alto grado,
donde no se encontré ninguna variante 1; mientras que la variante 1 predomina en
cancer invasor, en donde var-2 es poco frecuente. Esto reforza la hipotesis de que
las lesiones positivas a la variante 2 pudieran presentar un mejor pronéstico que
las que contienen a var-1 o la clona de referencia (Lizano et al., aceptado para
publicacién). Asimismo, se analizé la expresion de los genes E6 transfectados en
la linea celular MCF7 (provenientes de cancer de mama) y el patron de
transcripcién observado fue diferente en las distintas clonas celulares. Las células
con el gen E6 Asiatico-Amerindio y Europeo presentaron al transcrito E6 completo
y el producto de procesamiento E6*| en una proporcién semejante. Mientras que
en aquellas células con el aislado Africano de EB, se transcribe principalmente
E6*l y una cantidad muy inferior del transcrito E6 completo (Figura 11). Ademas,
el andlisis preliminar de los patrones de transcripcion de tumores positivos a
HPV18, mostré un enriquecimiento preferencial de E6*l en los tumores que

contenian la variante 2.
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HIPOTESIS:
Los cambios en las proteinas E6 de las variantes de HPV18 tienen un
efecto diferencial en la degradacién de algunas proteinas blanco lo que repercute

en la proliferaciéon celular.

OBJETIVO GENERAL:

Determinar si las proteinas E6, de variantes de HPV18 (E, Af y As-Ai),
actian de manera diferencial en la degradacién de proteinas blanco en las lineas
celulares MCF7 y C33A asi como determinar de que manera se afecta el proceso

proliferativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- En células C33A (con p53 mutado) y MCF7 (p53 wt), determinar el efecto de
las proteinas E6s variantes de HPV18 encontradas en ‘la poblacion mexicana,

sobre la degradacion de la proteina celular p53.

2.- Determinar el efecto de las variantes de la proteina E6 sobre los niveles de la

proteina Bax en las células C33A y MCF7, como un efecto de E6 sobre p53.

3.- Determinar si las variantes de E6 de HPV18 afectan diferencialmente la

proliferacion celular, de manera dependiente o independien’(e de la proteina p53.

4 .- Determinar de que manera afectan las variantes de E6 de HPV18 los niveles

de la proteina hDLG en células C33Ay en MCF-7.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular.

Las lineas celulares MCF-7 y C33A (cancer de mama y de cérvix,
respectivamente) silvestres y transfectadas con los genes E6 de HPV18 de
aislados encontrados en la poblacidon mexicana (E, Af y As-Ai), se cultivaron en
medio de cultivo DMEM (GIBCO, BRL, Gaithersburg, MD, USA), suplementado
con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO, BRL, Gaithersburg, MD, USA), se
mantuvieron en una atmésfera himeda al 5% de CO, y a una temperatura de
37°C. La linea celular MCF-7 contiene al gen p53 en su estado normal, mientras
que la linea celular C33A, contiene una forma mutada de p53.

Ensayos de PCR

El DNA de las lineas celulares transfectadas fue aislado por el método de fenol-
cloroformo (Maniatis et al., 1989). Posteriormente, se procedié a la amplificacion
del gen E6 mediante la técnica de PCR, para lo cual se utilizd un par de
oligonucléotidos especificos para E6. Los productos de E6 obtenidos por PCR
fueron purificados y sometidos a secuenciacién automatica (ABI Prism 3100
Genetic Analyzer).

Los oligonucleétidos empleados fueron:

E65' HPV18 BamHI

5'- GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA-3’

E63'HPV18 Hindlll

5-GGG AAG CTT TTATAC TTG TGT TTC TCT GCG TCG-3’



32

La mezcla de reaccion para PCR se realizé adicionando 10 pul de DNA, 2 pl

de buffer 10X, 2ul de dNTPs (2uM), 1.6pl de MgCI2 (2mM), 0.2 ul de los primers
(50pM), 0.13 ul de la enzima Taq polimerasa y 3.87ul de Agua, llevando a cabo la
desnauralizacién a 94°C por 10 min 1 ciclo; la alineacién y la amplificacién a
94°C por 1 min, 59°C un minuto y 72 °C por 7 min por 38 ciclos, y finalmente a
72°C por 7 min para el consumo final de los reactivos de la reaccion. Los
productos de PCR asi obtenidos se purificaron mediante High Pure PCR Product

Purification Kit (Roche).

Ensayos de RT-PCR

Se corroboré la expresion de E6 en las clonas celulares mediante ensayos
de RT-PCR, para lo cual se extrajo el RNA mediante: el método de Trizol
(Invitrogene). La monocapa celular se lavé 3 veces con PBS en frio.
Posteriormente, se adicioné trizol y las células se cosecharon por raspado, con
ayuda de un gendarme. Después de obtener las células se realizé la extraccién de
RNA segun el protocolo descrito (Invitrogene). A partir del RNA obtenido se
sintetiz6 su cadena complementaria (cDNA) utilizando una transcriptasa reversa
(Super Script Il RT) y finalmente se amplifico la doble cadena por-PCR utilizando

los oligonucleétidos especificos para E6 (Super Script First-Strand).

Obtencién de proteinas celulares
Las células se dejaron crecer hasta llegar a un 90 6 95% de confluencia,
luego fueron lavadas 3 wveces con PBS y posteriormente se cosecharon por

tripsinizacion. Las células que -se levantaron fueron centrifugadas durante 10
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minutos a 2000 rpm. El pellet celular obtenido se resuspendi6 en 300-500 pl de la
solucién de lisis RIPA (Tris-HCI pH=7.4, 50 mM; NaCl 150 mM; NP-40 1%,
Desoxicolato de sodio 0.5 %; SDS 0.1%) adicionando 10 % de inhibidores de
proteasas (AEBSF; Inhibidores de serin proteasas, Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin
A, E-64, Bestatin). Las células se rompieron por homogeinizaciéon con una aguja
calibre 27G. El homogenado celular se centrifugd durante 10 minutos a 12, 000
rpm a 4° C. el sobrenadante se recuper6 y se cuantifico la concentracion de
proteinas por medio de la reaccién del acido bicinconilico/ sulfato de cobre

(SIGMA).

Cuantificacion de proteina (Acido Bicinconilico)

La cuantificacién de proteina fue determinada por el método de Acido
Bicinconilico, que se basa en la reduccién del Oxido cuprico por las proteinas
presentes en las muestras. Se mont6 la curva de albamina (0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0,
12.5y 15.0, pg de proteina) (SIGMA, ST Louis, MD, USA).

Se emplearon 2 pl de cada muestra adicionando 13 pl de RIPA y 300 pl de
solucién de acido bicinconilico y sulfato de cobre (100:2). Las muestras se
incubaron por 5 min a 90 °C, para acelerar la reaccion, y se dejaron atemperar

para posteriormente determinar su densidad éptica (DO) a 570 nm.

Separacion de proteinas y ensayo de Western Blot
Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida-SDS a una
concentracion de 10 al 18%, dependiendo de la proteina de interés. Para realizar

esto, las proteinas fueron desnaturalizadas- por calor (ebullicion) durante 10
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minutos, adicionando buffer de carga (Buffer 2X-2 mL: Tris 2M pH=6.8, Glicerol

400 pl, SDS 25%, Azul de Bromofenol 0.1% 40 pL, agua 915 plL y B-mercapto
200uL). Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una membrana de
nylon-nitrocelulosa  (Hybond-C ~ Amersham, LIFE  Science, Chalfont,
Buckinghamshire, England) en una cadmara de transferencia himeda utilizando
buffer de transferencia (Tris base 25 mM 3.79 g y Glicina 192 mM 18 g, Aforar a
1L y adicionar 250 mL de metanol) a 250 mA por 60 min. Después de la
transferencia la membrana se bloque6 con solucion al 10 % de Leche descremada
en TBS ( Tris 0.2 M, pH=5 y NaCl 0.5 M) por 2 h a temperatura ambiente, para
evitar que el anticuerpo primario se una inespecificamente a toda la membrana.
Se emplearon anticuerpos mono- y policlonales para identificar a las proteinas de
interés. La membrana con el anticuerpo primario se incub6 toda la noche y
posteriormente se lavé con una solucion TBS-Tween 20. Una vez lavada la
membrana se incubd con el anticuerpo secundario durante 2 horas y finaimente se
lavo con la solucion TBS-Tween 20 por 1.30 h. Los niveles de las proteinas p53,
Bax y hDlg, se determinaron con los anticuerpos respectivos. Los anticuerpos se
diluyeron 1:1500 en solucién de bloqueo, tanto los anticuerpos primarios como el
secundario, con excepcion del anticuerpo primario para hDIG, que se utilizé a una
dilucién 1:500. Finalmente, los Western Blots se revelaron por medio de la
reaccion de peroxidasa, (ECL ™ Western Blotting Detection Reagents- Amersham

Biosciences) y se expusieron en Hyperfilm (Amersham Biosciences).
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Proliferacion celular por el método de viabilidad cristal violeta

Se realizaron curvas de viabilidad empleando distintas cantidades de
células MCF-7 y C33A en placas de 96 pozos para determinar su indice
replicativo. Estos ensayos se realizaron por 24, 48 y 72 h, cambiandoles el medio
de cultivo cada 24 hrs. En base a estas curvas de referencia se realizaron los
ensayos de proliferacion en las células transfectadas con las variantes de E6 o
transfectadas con el vector pPCDNA.
En cada uno de los distintos tiempos estandarizados, la monocapa celular se lavo
con PBS. Posteriormente, las células se fijaron con 50 pl de una solucién de
glutaraldehido al 1.1 % de medio de cultivo y 2.5% de suero de ternera, durante 15
minutos a temperatura ambiente. Después fueron lavadas con PBS y se tifieron
con 100 pl del colorante. cristal violeta al 0.1% en PBS por 15 min en agitacion.
Pasado el tiempo de incubacion se retird el colorante y la monocapa de células se
lavé varias veces con agua corriente, posteriormente el colorante fue eluido
adicionando 100 pul de una solucién de acido acético al 10% por 5 min en agitacion
y finalmente se determin6 la DO a 570 nm en un Lector de Elisa (Labsystems
Multiskan MS).
Los resultados obtenidos en este ensayo fueron examinados mediante el analisis

estadistico Anova.

Proliferacion celular por el método Citometria de flujo
Estos ensayos se llevaron a cabo sembrando 400 000 células por pozo en
cajas de 6 pozos para cada linea celular a analizar y sus respectivos controles

(células sin transfectar o células transfectadas con el vector pcDNA). Previo al
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experimento las células fueron sincronizadas por deprivacién de suero por 24 h.
Las células se crecieron por 24, 48, y 72 h cambiando diariamente el medio de
cultivo. Una vez cumplido el tiempo de incubacion las células fueron cosechadas
con tripsina al 1% y colocadas en tubos respectivamente etiquetados. Las células
cosechadas fueron tratadas con yoduro de propidio. Posteriormente el DNA
marcado se analizé utilizando el citofluorometo modelo FACS calibur (Beckton
Dickinson, San José , CA). Los valores fueron analizados por medio del programa
Cell Quest. Y el resultado fue mostrado como el porcentaje de células en fase “S”.
Los resultados obtenidos en este ensayo fueron analizados mediante el andlisis

estadistico t student.
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RESULTADOS

Dado que nuestro interés radica en la caracterizacién del papel de las
variantes de E6 en el proceso de proliferacion celular, de manera dependiente o
independiente de p53, este trabajo fue llevado a cabo en dos lineas celulares,
ambas negativas a secuencias de HPV. La linea celular MCF-7 que contiene al
gen p53 en su estado normal, mientras que la linea celular C33A que contiene una
forma inactiva de este por estar mutada en el dominio de unidon al DNA
(Aminoacido 273) (J.F. Charlot, et al., 2004),.

Las dos lineas celulares que se utilizaron se encontraban transfectadas con
el gen E6 de las variantes de HPV18 (Af y E), la clona AsAi y el vector pcDNA
s6lo. La presencia de dichos genes en las células fue constatada a nivel molecular
mediante la amplificacion, por PCR, de E6 y posterior secuenciacion. Los niveles
de expresion del gen E6 de las variantes-empleadas se corroboraron por ensayos
de RT-PCR. En estos ensayos se confirmé la expresion diferencial de los
transcritos de las variantes de £E6 de HPV18. Las células con el gen E6 de
referencia y las que tienen E6 E presentan una proporcion equivalente del gen E6
completo como del producto de procesamiento E6*l. Por su parte, en las células
con E6 Af aun cuando el transcrito de E6 completo esta presente, resulta una
minoria en contraste con E6*|, que ocupa la mayor proporcion. Estos resultados

concuerdan con lo previamente reportado por De la Cruz et al. (2005).
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1.- Las variantes de E6 degradan diferencialmente a la proteina p53 en las
células MCF-7.

E6 es la oncoproteina viral a la cual se le han atribuido propiedades
transformantes ya que se ha visto que puede inmortalizar queratinocitos humanos
e interactuar con una serie de proteinas que tienen que ver con procesos
importantes como proliferacion y apoptosis celular.

p53 controla la proliferacion celular e induce apoptosis. La apoptosis es
crucial para la destruccién de tumores. La actividad inhibitoria de crecimiento
previene la proliferacion de las células con DNA dafiado o con un potencial de
transformacién neoplasico. P53, que contribuye en procesos celulares como
diferenciacion, reparacion del DNA y angiogénesis, resulta vital para la supresion
de tumores (Unger T. 1999). P53 sirve como un obstructor principal para
tumorigénesis. Debido a todas estas caracteristicas, p53 tiene un papel
fundamental en el control del ciclo celular, su eliminaciéon por el HPV, permite el
desarrollo de tumor.

Como se observa en la Figura 12, las células MCF-7 transfectadas con los
genes EB As-Ai y E.(con mayores niveles del transcrito E6 completo que los que
presenta la clona con E6 Af), presentan menores niveles de la proteina p53, con
respecto a las células transfectadas con E6 Af. Dado que los niveles de actina son
los mismos para todas las proteinas analizadas en este ensayo, consideramos
que estos resultados se deben a que las clonas con E6 AsAi y E presentan mayor

degradacion de p53 que las que tienen E6 Af.
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proliferacion adecuada para su lectura hasta 72 h, para esta linea celular se

seleccionaron las cantidades de 6.25y 12.5 x 10° células por pozo en cajas de 96
pozos. Para la linea MCF-7 se ensayaron las cantidades de 12.5, 25, 50 y 100, X
10° cellpozo y se seleccionaron las concentraciones de 25 y 50, x 10° cel/pozo.
Definimos como la cantidad celular 6ptima aquélla en la que las células no llegan a
su fase de meseta a las 72 hrs. Las cantidades éptimas para los diferentes dias de
crecimiento, para C33A y MCF-7 fueron: 12.5 X 10°y 25 X 10° cel/pozo,

respectivamente (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Curvas para obtener el nimero de células para los ensayos de proliferacion en
las células C33A. A) Se cultivaron diferentes cantidades de células durante 24 horas. B y
C) Las cantidades celulares seleccionadas por encontrarse en la etapa de crecimiento
exponencial se analizaron en su comportamiento proliferativo por 24, 48, 72 y 96 horas.
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Figura 15. Curvas para obtener el nimero de células para ensayos de proliferacion en las
células MCF-7. A) Se cultivaron diferentes cantidades de células durante 24 horas. B y C)
Las cantidades celulares seleccionadas por encontrarse en la etapa de crecimiento
exponencial se analizaron en su comportamiento proliferativo por 24, 48, 72 y 96 horas.

4.- Proliferacion celular diferencial inducida por variantes de E6.

Con la finalidad de observar el efecto de los cambios en la secuencia de E6
de las diferentes variantes en el proceso de proliferacion, se realizaron ensayos de
proliferacion de las células MCF-7 transfectadas con las variantes de E6 por 24,
48 y 72 h. Para este fin se utilizd la técnica de citometria de flujo la cual permite
apreciar el numero de células que se encuentran en fase S lo que necesariamente
corresponde al nimero de células que estan proliferando o en mitosis.

El resultado de proliferacion por este método confiim6 que las células
transfectadas con la variante africana de E6, presentan una menor cantidad de

células en fase S en relaciéon con las células transfectadas con las otras variantes
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diferencial independientemente de la funcionalidad de p53, se realizaron ensayos
de proliferacion en la linea celular C33A.

Con el fin de determinar la reproducibilidad de los datos, en esta linea celular
comparamos los resultados obtenidos con la técnica de tincion por cristal violeta y
citometria de flujo. En la primera técnica la cantidad de colorante detectada por el
lector de elisa a 570 nm, sera proporcional al nimero de células presentes. A su
vez, se probaron dos clonas de cada una de las lineas celulares transfectadas,
con la finalidad de determinar si el efecto de E6 sobre la proliferacion se ve
afectado por diferencias en el sitio de integracion al genoma celular, durante el
proceso de transfeccion.

Mediante esta técnica se pudo apreciar que a las 24 y 48 horas de crecimiento, las
células transfectadas con la variante Asiatico-amerindia y con la Europea
presentaron una proliferacién celular mayor (Figura 19, WtC2, WiC3 y V1 y V1IR3,
respectivamente), que las células transfectadas con'la variante Africana (Figura
18, V2C4 y V2D2), siendo las células transfectadas con E6-As-Ai las que
presentaron el mayor indice de proliferacién. Con estos resultados se podria
concluir que E6 As-Ai y EB-E, inducen una proliferacion celular mayor que E6-Af,
independientemente de la condicién de p53 (Figura 19). Los resultados fueron
similares para las distintas clonas analizadas (Anova P<0.05). Sin embargo como
este método no permite distinguir con exactitud cuando las células tienen un
incremento en su proliferacion o una disminucién en el indice de muerte o

viseversa, se realizo el ensayo de proliferacion celular por Citometria de Flujo.
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DISCUSION

Durante el proceso de una célula normal a una transformada por VPH, el
genoma celular sufre varios cambios, en gran parte por la interaccion de algunas
proteinas virales con proteinas celulares. En un proceso evolutivo, las particulas
virales han desarrollado proteinas cuya funcién es actuar sobre blancos celulares
importantes, con la finalidad de garantizar la sobre vivencia y proliferacion virales.
En particular, muchos blancos celulares se han identificado para la oncoproteina
E6 de los HPVs de alto riesgo como HPV16 y HPV18. Entre los blancos celulares
se encuentra la proteina supresora de tumores p53, cuyo papel en la prevencion
del cancer es claramente importante. P53 participa en la eliminacién por apoptosis
del exceso de células, o de células infectadas o dafiadas. A su vez, p53 es vital
para la regulacion apropiada de la proliferacién celular en organismos
multicelulares (Huang y Strasser, 2000). Esta proteina tiene un papel muy
importante como regulador de puntos de control del ciclo celular como el paso de
G1 a S y menos claro el punto de control de G2-M. Reportes desde 1991 por
Huibregtse et al., y mas adelante por Scheffner, en 1993, entre otros, han
demostrado el papel de la oncoproteina E6 para inhibir la funcion de p53. La
proteina E6-AP, que es una ubuquitin ligasa, es necesaria para que E6 pueda
llevar a cabo la degradacion de p53.

Se sabe que no todas las infecciones del cérvix con HPVs de alto riesgo
van a promover el desarrollo de cancer. Se ha propuesto que en este proceso se
encuentran involucradas las diferencias intratipo de los HPVs de alto riesgo y que
estas diferencias gendmicas pueden dar por resultado variaciones funcionales de

los genes virales involucrados en el proceso de transformacion. Dadas ciertas
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asociaciones previamente encontradas, de algunas variantes de HPV18 y los tipos
histolégicos de cancer de cérvix, se ha propuesto que estas variantes pudieran
tener diferente comportamiento biologico, que repercutiera en su oncogenicidad.

Por consiguiente, el interés de este trabajo se centrd en caracterizar
aspectos funcionales del oncogen E6 de las variantes de HPV18 encontradas en
la poblacién mexicana (Lizano et al., 1997). Quisimos determinar si los cambios
nucleotidicos. de los genes E6 variantes trascienden en el efecto de E6 sobre la
degradacion de algunas de sus proteinas celulares blanco y su repercusion en el
proceso de proliferacion celular.

De este modo, se procedio a caracterizar el efecto de las variantes de E6
sobre la degradacion de la proteina p53 por medio del analisis Western Blot. En
este andlisis, se encontré6 una menor cantidad de la proteina p53 en las células
transfectadas con la variante As-Ai de E6, en comparacion con una mayor
cantidad de la proteina p53 encontrada en las células transfectadas con las
variantes Af. Las células con la variante E mostraron menores niveles de p53 que
las de Af, sin ser tan bajos como las células con E6AsAi. Estos resultados se
correlacionan con los niveles de los transcritos de las proteinas E6 observados en
la figura 11, donde se aprecia que las células transfectadas con el gen de la
variante As-Ai de E6 presenta mayor cantidad del transcrito E6 completo, a
diferencia de E6 Af, en que predomina el producto de procesamiento E6*| . Esto
podria significar, que por la diferencia en cantidades del transcrito E6 completo en
las células con E6 Af, se tendria menos E6 funcional con capacidad de promover
la degradacion de p53. Por otra parte, reportes de David Pim et al., desde 1997,
han demostrado que la proteina E6*| tiene un papel importante en evitar la

degradacion de la proteina p53 por E6 dado que pierde el dominio de unién a p53,
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mas no el de unién a E6, evitando por competencia que E6 se pueda unir a p53 y
por lo tanto degradarla.

Aunque por andlisis de Western Blot, nosotros no pudimos constatar la
presencia del fragmento protéico E6*l, consideramos que las células con la
variante E6 Af podrian tener mayor cantidad de esta proteina, lo que ayudaria a
evitar la degradacién de p53 dada por E6. Esto, aunado a los bajos niveles de la
proteina E6 completa posiblemente presentes en estas células, ayudaria a
rmantener los niveles normales de p53 funcional (Figura 12).

Posteriormente, se buscd analizar de que manera podria repercutir la
disminucién de la proteina p53 en su capacidad de llevar a cabo la activacion
transcripcional de ciertos genes importantes en la regulacién celular, como es el
caso del gen que codifica para la proteina proapoptética Bax. Nuestro interés se
enfoco entonces en tratar de entender las posibles repercusiones de los efectos
diferenciales de las variantes de E6, no solo en el proceso de proliferacién celular
sino también en otros procesos que también estan directamente relacionados con
la oncogenicidad viral y que pueden repercutir indirectamente en el proceso de
proliferacion celular, como.lo es la apoptosis celular. En este analisis se encontro
que al variar los niveles de la proteina p53, la proteina E6 también esta variando
los niveles de la proteina proapoptética Bax. Encontramos que las células
transfectadas con la variante As-Ai, con menor cantidad de proteina p53, también
presentan menor cantidad de la proteina Bax. En el caso de la variante Af los
altos niveles de p53 correlacionaron con altos niveles de la proteina Bax (Figura
13). De este modo, es posible que las diferencias entre variantes de E6, ademas
de repercutir en la proliferacion celular, también sean trascendentes en procesos

de apoptosis celular y esto afectar la proliferacion celular de una manera indirecta.



53

Una vez determinada la participacién de la proteina E6 sobre p53 y Bax, se
realizaron los ensayos respectivos para ver si estas variantes de E6 afectan
diferencialmente los niveles de proliferacion celular de células transfectadas. En
estos ensayos se observo que las células MCF-7 con las diferentes proteinas E6
variantes presentan una proliferacién diferencial (Figura 16 ) y que esta induccion
en la proliferacion celular se correlaciona con los niveles de los transcritos de E6
(Figura 11) y los niveles de p53 y Bax. Es decir, las células MCF-7 con E6 AsAiy
E presentan mayores indices de proliferacion que las que contienen a E6 Af
(p<0.05) (Figura 16).

Desde 1994 Dulic y col., reportaron que células transformadas que expresan E6
de HPV16 o HPV18 pierden actividad del punto de chequeo G1 en estados
tempranos presumiblemente por la degradacion de ia proteina supresora de
tumores p53 y por lo tanto también son resistentes al arresto del crecimiento y a la
apoptosis inducida por p53 por dafio al DNA (Kessis et al., 1993; Foster et al.,
1994; Pan y Griep 1995; Thomas et al., 1996) Incluso White et al., en 1994 y
Kaufmann en 1997, reportan una inestabilidad cromosomal incrementada en
células que expresan E6 que probablemente sea por una atenuacién observada
de la funcion del punto de chequeo G2. La proliferacion incrementada de. las
células con las variante E6 As-Ai y E en relacion a E6 Af podria explicarse en
parte por la presencia de menor cantidad de proteina E6 en las células con la
variante E6 Af. Por otro lado, aunque los cambios de nucleétidos contenidos en E6
Af favorecen el procesamiento hacia E6*I (Tabla 3), existe una pequefa
proporcion del transcrito E6 completo en estas células (Figura 11). Suponemos
con esto, que la proteina E6 completa resultante estaria en pequefias cantidades,

pero a su vez, no se puede descartar la posibilidad de que los dos cambios en
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aminodcidos de este producto también puedan repercutir en una funcion alterada
de la proteina E6 Af. Todo esto se traduce en la posibilidad de que exista menos
E6 funcional en las células con E6 Af, que aquéllas con E6 AsAiy E.

Por otro lado, la presencia de un exceso de E6*l en EG6Af, también podria
repercutir en la funcién del E6 existente. En 1997, David Pim et al., demostraron
que una funcion de E6*l , producto del procesamiento de E6, es precisamente
evitar la degradacion de p53 por E6 ya que esta proteina E6*l pierde la capacidad
de unirse a p53 pero presenta mayor afinidad por E6, de este modo evita que E6
se una a p53 y la degrade. La variante Africana ademas de tener menor cantidad
de E6 completo tiene mayor cantidad de transcrito E6*l, lo cual seguramente
coopera para que esta variante presente menores niveles de degradacién de p53
y mayor cantidad de la proteina proapoptética Bax. Esto finalmente repercutiria en
la proliferacién celular diferencial observada entre las variantes.

Con estos resultados podriamos pensar que las proteinas E6s variantes
estan llevando a cabo una induccion de proliferacion celular de una manera
dependiente de p53. Sin embargo, resuita importante considerar que los reportes
de Shiru Song desde 1999 indican que la hiperproliferacion desencadenada por
E6 pudiera ser independiente de la proteina p53. En sus estudios mostraron que la
epidermis de ratones K14E6/p53-, que son nulos a p53 y se encuentran
transformados con E6, es mas espesa o densa que la de los ratones no
transformados, indicativo de que en esa epidermis se present6 hiperproliferacion
celular independiente a p53. Ademas, estas células nucleadas fueron capaces de
sintetizar DNA lo que no se observé en los ratones p53 nulos que no tienen E6.
Recientemente en 2004, llaria Malanchi reporta que E6 puede llevar a cabo la

induccion de la proliferacion celular independientemente de p53, activando la
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fosforilacion de Rb, probablemente por medio del incremento de los niveles de
complejos de cinasas dependientes de ciclina responsables de la fosforilacion de
pRb.
Dado estos antecedentes nos interesé determinar si las variantes de E6 podrian
presentar diferencias funcionales de forma independiente de p53. Para este
analisis se utilizaron células C33 ya que tienen una mutacién en la secuencia de la
proteina p53 que le impide activar la transcripcion de ciertos genes. Dado que esta
mutacién, esta ubicada en el sitio de unién a E6, en estas células las proteinas E6
no se pueden unir a p53 para promover su degradacion. Consecuentemente, los
niveles de p53 se mantienen similares en las distintas células transfectadas
(Figura 17).
Observamos que células ¢33 transfectadas con las variantes de E6, ademas de
no mostrar cambios en los niveles de la proteina p53, tampoco mostraron cambios
en los de la proteina Bax (Figura 18). Sin embargo, las diferencias en los niveles
de proliferacion celular que se observan son muy claras. Al igual que en las
células MCF-7, las células C33 transfectadas con el gen E6 As-Ai, presentaron los
mayores indices proliferativos en relacion con C33 E y Af, siendo la variante Af la
que presentd los menores indices proliferativos (Figura 19 y 20). Ademas, el
observar una reproducibilidad de los-datos con las diferentes clonas para cada
variante de E6 para esta linea celular, nos permiti6 descartar que el sitio de
integracion tuviera que ver con las diferencias proliferativas presentadas por las
variantes de E6 (Figura 19).

Por consiguiente, buscamos rutas de proliferacion celular donde se reporta
la intervencion E6 de manera independiente a p53, entre las que se. encuentran

las vias de hDLG y la de cMyc.. hDLG esta involucrada en la via de sefalizacién
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inducida por la proteina supresora de tumores hDLG homologa de la proteina
supresora de tumor Dlg de Drosophila la que fue de nuestro interés. La proteina
hDLG resulta ser blanco de degradaciéon de E6 ademas de estar implicada en
proliferacion celular independiente de p53 ya que su papel clave es el de
estabilizar a la proteina PTEN en la membrana celular. La proteina PTEN
estabilizada es una proteina tirosina fosfatasa que desfosforila en la posicion 3 al
inositol, bloqueando asi la actividad de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-
3K).(Gottschalk, 2001). La enzima PI3K al ser inhibida, detiene la sefalizaciéon de
la via de PKB/Akt, (Proteina cinasa B), encargada del control de procesos
biologicos como la proliferacion, la motilidad celular y la apoptosis (Leslie et al.,
2001, Yamada et al., 200, Lawlor et al., 2000). Se propone que la degradacion de
hDLG por EB, repercute en el bloqueo de la inhibicion de la via de PKB/Akt, lo que
se refleja en una proliferacion celular activa.

Con este antecedente se hizo un analisis para determinar el efecto de E6
sobre hDLG en las dos lineas celulares estudiadas, MCF-7 y C33A. Encontramos
que tanto en las células MCF-7 como en las células C33, E6 tiene la capacidad de
degradar a hDLG de una manera diferencial y proporcionalmente a los niveles de
la proteina E6 presente (Figura 21 y 22 ). En base a este resultado creemos que
la via de sefalizacion en la que hDLG tiene un papel importante, pudiera estar
implicada en el efecto de proliferacién promovido por E6 independiente de p53.

En base a los resultados encontrados en este trabajo pensamos que
ademas de que las variantes de E6 promueven la proliferacion celular diferencial
en las lineas celulares C33A y MCF-7, E6 pudiera al mismo tiempo estar
afectando el proceso de apoptosis celular de una forma diferencial en las mismas

células.



57

Con estos resultados podemos concluir que la variante As-Ai de EB6,
favorece la proliferacién celular en las células MCF-7 y C33A. A pesar de que las
células C33A tienen a p53 no funcional E6 As-Aiy E inducen hiperproliferacion
celular por lo que se puede deducir que tal proliferacién es independiente de p53y
dado que en ambas células se presentaron cambios a nivel de la proteina hDLG
independientemente de las condiciones de las células, podemos pensar que muy
probablemente la via de sefalizacién de hDLG tiene un papel muy importante en
la proliferacién celular inducida por estas variantes de E6.

En este momento, en nuestro laboratorio se esta analizando la participacion
de E6 en la via de sefalizacion por hDLG en la ruta de proliferacion celular en las
células MCF-7 y C33A a si como la participacién de la via de cMyc en el proceso
proliferativo.

El hecho de que se hayan encontrado diferencias en los niveles de
proteinas involucradas con apoptosis celular podria implicar que E6 afecta el
proceso apoptoético, (Li TT. et al., 2005). Para definir el papel exacto de las
variantes de E6 en el proceso de apoptosis celular, se pretende realizar un trabajo
que incluya el andlisis de otras proteina involucradas en el proceso de apoptosis
celular tanto de la via intrinseca como de la extrinseca, ademés de examinar los
niveles de apoptosis desencadenados por cada una de las variantes de E6 en
ambas lineas celulares asi como cambios que se pudieran presentar a nivel
mitocondrial.

Hemos demostrado que las diferencias gendémicas entre variantes de E6
pudieran participar en diferencias en el comportamiento biolégico de variantes de

HPV18. Estudios como el presente se verian robustecidos con el analisis de otros
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genes importantes de HPV involucrados en el proceso de transformacién, como
son E7, E2, E1, asi como la actividad transcripcional de la region LCR.

Estudios enfocados a la caracterizacién funcional de las distintas proteinas
de variantes de HPV18, aportaran informacién valiosa que ayudara a entender las
asociaciones de tipos y variantes virales con lesiones de diversos niveles de

malignidad con el fin de delimitar variantes de HPV de alto riesgo oncogénico.
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CONCLUSIONES

* E6 de la variante As-Ai de HPV 18 provoca una evidente disminucion de los
niveles de la proteina p53 en relacién con la variante E y mas notoriamente que la
variante Af lo cual tiene una repercusion en el proceso proliferativo y muy
probablemente en el proceso apoptético.

* La disminucién de los niveles de p53 para la variante As-Ai, repercutieron en una
disminucién de los niveles de la proteina Bax para la misma variante con respecto
a la variante Af, lo que significa que los bajos niveles de p53 en este caso
repercuten en sus blancos y que en esta variante también pudiera estar afectado
el proceso apoptotico.

* Los cambios presentes en la secuencia de nucleétidos de la variante As-Ai de E6
provocaron que una mayor cantidad de E6 completa con respecto a E6 E y Af,
promoviera una proliferacién celular mayor que las células transfectadas con E6
var E. Y mas notoriamente que E6 Af cuyos niveles de E6 completo son menores.

* La proliferacion celular inducida por E6 As-Ai se mostré independiente de p53, y
la participacién de ofras vias como la de hDLG probablemente tiene un papel muy
importante en el proceso proliferativo inducido por E6.
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