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RESUMEN

El Virus de Papiloma humano (VPH) se considera el agente de transmision sexual mas comun en todo
el mundo. Uno de los principales mecanismos que hacen tan prevalente a este virus, es su capacidad
de promover una infeccién productiva y persistente que en algunos casos produce la integracion del
genoma viral al genoma celular. Dicho evento de integracién representa un paso clave en el
establecimiento del cdncer, puesto que genera la sobreexpresién de las oncoproteinas E6 y E7, que
son las responsables de interactuar con una plétora de proteinas y perturbar el control del ciclo
celular y promover la transformacién celular. Estudios recientes han propuesto que estds
oncoproteinas son capaces de generar estrés del reticulo endoplasmico (ERE). Hasta la fecha, esta
poco esclarecido si dichas oncoproteinas son capaces de generar ERE en la historia natural del

cancer inducido por dicho virus.

Una de las vias que responde al ERE es la via de CREB3, la cual esta conformada por la proteina
del mismo nombre, la cual es escindida y activada proteoliticamente para llevar la activacion de
genes especificos rio abajo y asi responder al ERE generado por diversos agentes, incluyendo
infecciones virales. Si el ERE no es resuelto, las células activan diferentes mecanismos de muerte
celular, incluyendo autofagia y apoptosis. Dos de los genes blanco de CREB3: HERP y CHOP,
regulan la autogafia y apoptosis. Por todo esto es que nos interesamos en determinar lacapacidad
de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 para modular el ERE a través de CREB3 y sus genes blanco:
HERP y CHOP. Encontramos que E6 y E7 son capaces de modular los niveles de CREB3 en un
modelo de expresién transitoria aumentando los niveles de HERP y CHOP. Con lo que respecta
en el modelo de silenciamiento en la linea celular CaSki HERP y CHOP se ven disminuidos.
También encontramos mediante el ensayo de PullDow que la oncoproteina E6 es capaz de
interactuar con CREB3. Concluyendo que E6y E7 del VPH16 son capaces de modular losniveles de

CREB3 segun el contexto celular.

Palabras clave: infeccion persistente, activacion proteolitica, ERE, autofagia.
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Abstract

The human papillomavirus (HPV) is considered the most common sexually transmitted agent in
the world. One of the mechanisms that make this virus so prevalent is its ability to promote a
persistent infection and, in some cases, the integration of the viral genome into the cellular
genome. This integration mechanism is a key step in the overexpression of E6 and E7
oncoproteins, which are responsible for interacting with a plethora of proteins and disturbing cell
cycle control and promoting cell transformation.

Recent studies have proposed that these oncoproteins can generate endoplasmic reticulum
stress (ERE). To date, it is not clear whether these oncoproteins can generate ERE in the natural
history of cancer induced by HPV.

One of the pathways that responds to the ERE is CREB3: this pathway is made up of the CREB3
protein, which is proteolytically cleaved and activated to bring about the activation of specific
genes downstream to respond to the ERE generated by E6 and E7 in the cell. If the ERE is not
resolved, the cells activate different survival mechanisms, such as cell death, including autophagy
and apoptosis.

Interestingly, it has been reported that two of the CREB3 target genes: HERP and CHOP, regulate
autophagy and apoptosis. For all these reasons, we are interested in determining the capacity of
the E6 and E7 oncoproteins of HPV 16 to modulate the ERE through CREB3 and it is target genes:
HERP and CHOP. We found that E6 and E7 are capable of modulating CREB3 levels in a
transfection model and silencing model in the CaSki cell line, we also found by PullDown assay
that the E6 oncoproteins can interact with CREB3. Concluding that E6 and E7 of HPV 16 are
capable of modulating CREB3 levels according to the cellular context.

Keywords: persistent infection, proteolytic activation, ERE, autophagy.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cdncer y agentes infecciosos.

El cdncer es una de las causas de morbilidad y mortandad en México y en el mundo, debido a su
elevada frecuencia desde hace varios afios, representa uno de los principales problemas de salud
publica en nuestro pais, asi como consecuencias perniciosas para el bienestar econdmico vy
social*2. El cdncer es un término amplio que se utiliza para referirse a el conjunto de
enfermedades que se caracteriza por la acumulacién de una serie de cambios que permiten
adquirir nuevas funciones y otras capacidades a la célula, se puede originar en casi cualquier
6rgano o tejido del cuerpo, su principal caracteristica es el crecimiento y proliferacion celular
descontrolado, sobrepasando sus limites habituales invadiendo partes adyacentes del cuerpo y
propagandose a otros drganos>* . Se ha descrito que el cdncer surge como el resultado de la
interaccion de multiples factores, como pueden ser factores genéticos y tres categorias de
agentes externos, a saber: carcinégenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes;
carcinégenos quimicos, como el amianto, los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas
(contaminantes de los alimentos) y el arsénico (contaminantes del agua y bebida), y los

carcindgenos bioldgicos, como determinados virus, bacterias y pardsitos®.

Estos agentes pueden promover la expresion de oncogenes o la inhibicidn de genes supresores
de tumores, que regulan multiples vias de sefalizacidn celular involucradas en la proliferacion;
proporcionando ciertas caracteristicas y estableciendo el fenotipo crucial de las células
tumorales, alterando el ciclo celular, promoviendo la resistencia a la muerte celular,
reprogramando el metabolismo celular, activando la invasidn y metdstasis, entre otros procesos,
favoreciendo a un entorno denominado carcinogénesis 6. Cabe mencionar que la
carcinogénesis consta de tres etapas: iniciacién, promocion y progresién. Esta Ultima es exclusiva

de la transformacién maligna e implica la capacidad de invadir tejidos a distancia’- 2.

Ciertos gérmenes infecciosos, pueden causar cancer o aumentar el riesgo de que se desarrolle,
aumentando las cifras de cancer con una etiologia infecciosa en todo el mundo®. La Agencia

Internacional para la Investigaciéon de Cancer (IARC) ha demostrado que de los 11 patdgenos
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infecciosos clasificados como carcinégenos del grupo 1,

los cuatro mas importantes son

Helicobacter pylori, el Virus del Papiloma humano (VPH) de alto riesgo, el Virus de la Hepatitis B

(VHB) vy el Virus de la Hepatitis C (VHC), en conjunto representan mas del 90% de los canceres

relacionados con infecciones en todo el mundo®.

Mantenimiento de
sefales proliferativas

Plasticidad fenotipica

Inestabilidad
gendémicay
mutacion

Senescencia celular

Angiogénesis

senescentes.

Evasion de supresores
de crecimiento

x;%
"4

Desregulacion del \ Evitar la supresion
metabolismo inmunolégica
celular
\A
Resistencia ala ,
muerte celular Inmortalidad
replicativa

Invasion y
Metastasis

Figura 1. Caracteristicas de una célula cancerosa. Presentan un fenotipo que incluye diversos procesos que estin
desregulados, como por ejemplo la resistencia a la muerte celular, proliferacion sostenida, reprogramacién del
metabolismo celular. Se han reportado nuevo pardmetros que podrian incorporarse a estos sellos distintivos, los cuales
son: El desbloqueo de la plasticidad fenotipica, reprogramacién epigenética no mutacional, microbiomas y células

Reprogramacion
epigenética

Inflamacién promovida
por el tumor

Microbiomas

1.2 Virus oncogénicos.

Tomado de Hanahan, D 2022.

Actualmente los virus que se sabe causan cancer en humanos son: VHB, VHC, VPH, poliomavirus

de células de Merkel (MCV), virus del herpes humano-8 (HHV-8), Virus de Epstein-Barr (EBV) y el

virus linfotrépico de células T humanas-1 (HTLV-1)!¥°. Los siete tipos de virus oncogénicos

(oncovirus) antes mencionados, estan implicados en aproximadamente el 12% de todos los

canceres humanos, particularmente en paises menos desarrollados y para personas con sistemas
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inmunolégicos comprometidos!. De manera interesante, la mayoria de los humanos se infectan
con al menos uno de los virus oncogénicos conocidos durante su vida. Las células infectadas
pueden adquirir caracteristicas cancerosas, particularmente tras la inmunosupresidon o la
exposicién a estimulos co-cancerigenos'?. Es interesante, el hecho de que los virus oncogénicos
causan infeccidon y se transmiten sin que la mayoria de las personas infectadas desarrollen
neoplasias, por lo que no inducen el desarrollo de tumores como parte de sus ciclos de replicacion
viral, curiosamente el cancer inducido por estos virus es considerado meramente unaccidente
bioldgico y, en el curso natural de la enfermedad, las neoplasias resultantes son tan mortales
para el virus como lo son para sus huéspedes®?. De todos ellos, el VPH es el causante dela infeccidn
de transmision sexual mas prevalente a nivel mundial, y casi el 90% de los cdncer inducidos por
el VPH ocurren en mujeres®3. Por ello la importancia del desarrollo y disponibilidadde nuevas
tecnologias y herramientas para la deteccidon temprana de la infeccion por VPH, asi como la

implementacién de vacunas profilacticas.

1.3 Virus del Papiloma Humano (VPH).

Los papilomavirus (PV) se clasifican taxondmicamente dentro de la familia Papillomaviridae, su
origen parece estar ligado a cambios en el epitelio de su huésped ancestral, ya que los primeros
reptiles surgieron hace unos 350 millones de afios'*. Desde entonces, han coevolucionado con sus
respectivos huéspedes encontrdndose ahora en aves, reptiles, marsupiales y mamiferos. Los virus
que evolucionan lentamente con sus huéspedes de esta manera suelen causar infecciones cronicas™.
La diversificacion de las variantes y prevalencia de cada tipo viral de los PV, esta relacionada con la
migracion y el estilo de vida del humano: hombres y mujeres estan involucrados en la cadena
epidemioldgica, siendo acarreadores asintomaticos y transmisores de la infeccidon por este virus?®.
Los papilomavirus son una familia de virus pequefios, no envueltos que tienen tropismo por los
estratos basales de epitelios cutaneos y de mucosas. La caracterizacién de los PV implica la
secuenciacion del genoma viral y la comparacién con genomas conocidos, por lo tanto los PV se
clasifican en genotipos, cada genotipo difiere de otro en almenos un 10% de secuencia en la
region del gen L1 altamente conservadal’. Se han agrupado en 53 géneros, de los cuales 5

géneros incluyen PV que infectan a humanos: a (Alfa), B (Beta), y (Gamma), u (Mu) y v (Nu) que
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actualmente incluyen mdas de 240 genotipos segun lo reportado Papillomavirus Episteme (PaVE)Y’.
Los tipos virales incluidos en los géneros B, y, Ly v infectan epitelios cutaneos, ocasionando la
aparicion de lesiones benignas proliferativas persistentes (verrugas comunes y plantares). En
particular para los VPH- B, se han identificado mas de 50 tipos, asociandose con el desarrollo de
cancer de piel no-melandmicos bajo ciertas condiciones preexistentes como la inmunosupresién
y la exposicion continua a rayos ultravioleta (UV)*2. Con lo que respecta al género a, contiene 64
tipos de VPH que infectan principalmente a los epitelios de las mucosas, aproximadamente 40 de
ellos pueden infectar el tracto anogenital'®. Los VPH- a se clasifican como de alto o bajo riesgo
segun la probabilidad de que una infeccidén por el VPH pueda conducir al desarrollo de céncer.
Hasta el momento se ha reportado que 80% de la poblacidn experimentard una infeccidn

anogenital por VPH- a durante su vida, de ahi su relevancia en salud publica®2.

Los tipos virales que tienen un bajo potencial oncogénico, son denominados como VPH de bajo
riesgo (VPH-BR) (Tabla 1), donde se encuentran los tipos 6 y 11 los cuales estan asociados al
desarrollo de verrugas genitales y casos de papilomatosis respiratoria recurrente (PRR), por otro
lado 14 tipos virales se han denominado VPH de alto riesgo (VPH-AR) que son capaces de producir
cambios celulares que conducen al cancer, siendo los mas importantes los tipos 16 y 18 (Tabla 1).
Hay tres tipos de VPH probable alto riesgo: 26, 53 y 66 que se asocian con el cancer del cuello

uterino, vagina y vulva?®2%22,

Tabla 1. Clasificacion epidemiolodgica de los tipos de VPH que infectan las mucosas.

Grupo Tipos de VPH

De alto riesgo establecido u oncogénico 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68, 73, 82
De bajo riesgo establecido 6, 11, 40,42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81, CP6108
Probablemente de alto riesgo 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 85y 97

Tomado de Graham S etal., 2017.

Los VPH 16 y 18 son los tipos virales encontrados con mayor frecuencia en neoplasias malignas,
se ha reportado que estan asociados al desarrollo de cancer de cuello uterino, ano, vagina/vulva,
pene, orofaringe, cavidad oral/laringe y ciertos tumores de cabeza y cuello, siendo el tipo 16 en

todos estos casos el mas prevalente?3?42> (Tabla 2).
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Tabla 2. Patologias asociadas al VPH.

Enfermedad

Patologia

Asociacion con tipos de VPH

Papilomatosis
respiratoria recurrente

Verrugas anogenitales
Precanceres y Canceres

anogenitales

Lesiones orales

Papilomas en las vias respiratorias

Verrugas externas
Papilomas del cuello uterino

Grupo 1: Carcinogénicos para los humanos
Grupo 2A: Probablemente Carcinogénicos
para los humanos

Grupo 2B: Posiblemente Carcinogénicos
para los humanos

Papilomas orales
Papilomas Laringeos
Carcinoma orofaringeo

6, 11
6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 72, 81, 89
6, 11

16, 18, 31, 33, 45, 51, 52
68

26, 53, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 73, 82
2,6,7,11, 16, 18, 32,57

6, 11
16, 18

Tomado de Nufiez- Troconis et al., 2022.

Normalmente las infecciones por VPH se resuelven sin ninguna intervensién a los pocos meses

de infectarse, alrededor del 90% de estas infecciones desaparecen en 2 anos, sin embargo, si la

infeccion persiste y hay fallas en la respuesta del sistema inmune para eliminar los VPH-AR, se

puede promover el desarrollo de cdncer?®(Tabla 3).

Tabla 3. Cancer causados por el Virus de papiloma humano.

Sitio del cancer  Casos Atribuidos al VPH  Fraccion atribuible  Hombres  Mujeres
Cuello uterino 528 000 528 000 100% - 528 000
Ano 40000 35000 88% 17 000 18 000
Vagina/vulva 49 000 20000 41% - 20000
Pene 26 000 13000 51% 13000 -
Orofaringe 96 000 29000 31% 24 000 6000
Cavidad 358 000 9000 2.4% 7 000 2000
oral/laringe

Total 1097 000 634 000 58% 61 000 574 000
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1.3.1 Estructura del VPH.

Los VPH son virus pequefios que presentan una capside icosaédrica con un tamaiio aproximado de
55 nm de diametro, comprende 360 copias de la proteina mayor (L1), organizada en 72 capsdmeros
de dos tipos diferentes: 60 pentameros hexavalentes y 12 pentdmeros pentavalentes. Asi como un
monomero de la proteina menor (L2) que esta asociado con cada pentamero L1 del viridn, en su
interior contiene al genoma circular de DNA de doble cadena de aproximadamente 8,000 pb (Double-

stranded DNA, por sus siglas en inglés dsDNA) (figura 2)%"28,

vy 5x DG 72x
v _
dud — o —
O Y T
4 )‘, o L
L1 Monomeros capsomeros
o LN J
® +>
° o

E1

LGenoma del VPH
8000 pares de bases

=7
' 55 nm N
E5
virus ds DNA

Figura 2. Estructura y genoma del VPH. La proteina L1, se organiza en pentdmeros que dan lugar
a la formacion de 72 capsoémeros, en el centro se situa la proteina L2, formando la capside
icosaédrica de 55nm, su genoma consiste en una molécula de DNA de doble cadena dsDNA.

Tomado y modificado de John Doorbar, 2020.

La organizacion del genoma del tipo 16 es similar a los demds tipos de VPH, y como sigue siendo
uno de los mas prevalentes a nivel mundial, se procedera a su descripcidon especifica para este

trabajo?®. Su genoma es de doble cadena circular de 7904 pb, esta dividida en tres regiones
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funcionales: 1) regién no codificante larga de control LCR (por sus siglas en inglés) también
llamada URR (region reguladora rio arriba o “untranslated regulatory region”) que contiene el
origen de replicacién viral (Ori) y los elementos necesarios para la replicacidn y transcripcién de
los genes virales (promotor, enhancer); asi como sitios de unidn para factores de transcripcion
celulares: AP1, SP1, Octl, de manera particular se ha determinado que el VPH16 tiene dos
elementos promotores conocidos como PE o promotor temprano (también denominado p97) y
PL o promotor tardio (también denominado p670) que regulan la expresion de mRNA
empalmados diferencialmente durante la diferenciacién epitelial (posicion 97 y 670 en el genoma
de VPH16 sitio 5'cap/sitio de iniciacion del RNA de las transcripciones virales)3° (figura 3) 2)
region de genes tempranos (E: early) codifica para las proteinas no estructurales E1, E2, E4, E5,
E6y E7; y 3) regidn de genes tardios (L: late), que codifica para las proteinas estructurales mayor

L1y menor L2 que componen la cédpside, las cuales se expresan en la fase final del ciclo viral, cabe

Figura 3. Esquema representativo del genoma de VPH 16. El genoma de 7904 pb se divide en tres
regiones. En la parte superior se ilustra una amplificacion de la LCR, se sefialan los promotores PE y
PL, asi como los elementos PAE y PAL que son sefiales de poliadenilacion. Se muestran los distintos
OREFs para los genes de expresion temprana y expresion tardia.
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destacar que la proteina L2 tiene una interaccidn directa con el DNA viral, lo cual se describe

masadelante3132,

1.3.2 Ciclo replicativo del VPH.

Los VPH muestran tropismo por el epitelio escamoso, el ciclo viral depende de la diferenciacién del
epitelio escamoso del huésped, infectan los queratinocitos en la capa basal de epitelios que quedan
expuestos como resultado de pequefias microlesiones®3. La proteina L1 facilita la unién de los
viriones a la superficie celular, que se unen inicialmente a las cadenas de glicosaminoglicanos
(GAG) de los proteoglicanos de sulfato de heparan (HSPG), también puede unirse a la matriz
extracelular (ECM) a través de interacciones con HSPG y laminina-332. (figura 4)3%3536,

Posteriormente inicia el proceso de endocitosis, en el cual el endosoma formado (endosoma
temprano) comienza un proceso de maduracion (endosoma tardio) fusionandose finalmente con
los lisosomas, en este punto se lleva a cabo el desensamble del virién y el rescate del episoma
mediado por la proteina L2, formandose el complejo L2-DNA viral, las vesiculas con L2/vDNA
salen de la red trans-Golgi (TNG) y se asocia con microtubulos. Se postula que L2 interactia con

ciertas proteinas nucleares como Hsc270, para facilitar el transporte del genoma viral del

citoplasma al nucleo, por otro
Virién entra a través
de microlesiones

lado también se sugiere que L2 , Epitelio escamoso
. l -J'-‘j:‘,»' | Zona superficial
puede interactuar con los XS4
5 (oXo J Zona intermedia
cromosomas condensados &Y o (XX
e .. . s C basal
utilizando su dominio de unién a e
cromatina para asegurar que las
, L £ HPV virion
vesiculas L2/vDNA permanezcan wg;;%“._mmm_}"a_"“_‘_"_".'_‘f _____________ R
. .- 37383940 N "ant Queratinocitos
en el huso mitético*/%22% Una 1 Epiteliales basales

vez que el genoma viral se

Membrana basal

encuentra dentro del nucleo, se - i

Receptor celular

Dermis

mantiene de manera episomal,

Figura 4. Entrada del virién a capa basal. Accede a través de microlesiones, la proteina L1 cargada

H positivamente facilita la unién del virion a la MEC la cual contiene HSPG cargados negativamente, se une a
ensegu Ida e' promOtor de HSPG o laminina 332, lo que genera cambios conformacionales en la capside viral, el extremo N de L2 queda
expuesto, el cual contiene un sitio de escision de furina, el N terminal es escindido, permitiendo la unién a un
receptor secundario (EGF, EGFR, integrina a6, vimentinas.
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transcripcién temprana se activa en las células basales*!. Las proteinas virales E1 y E2 son de las
primeras en expresarse, E1 participa en el mantenimiento del material genético viral episomal
(no integrado al genoma celular), aproximadamente 10-100 niumero de copias por célula,
mientras que la expresién de las oncoproteinas E6 y E7 se encuentra parcialmente reprimida por
E2 debido a que algunos factores de transcripcion, incluido Sp1, asi como las proteinas de unién
a la caja TATA, tienen secuencias de union que se superponen en los sitios de unién de E2, lo que

da como resultado una regulacién negativa de la transcripcién a través de la competencia®?.

E1l y E2 forman un complejo para reclutar la maquinaria de polimerizacion celular y factores
accesorios para la replicacién del genoma**#4, Tras la diferenciacidn, la transcripcién de los genes
virales cambia del promotor temprano regulado por E2 al promotor tardio independiente de E2, lo
que da como resultado altos niveles de transcripcién de E1y E2 que conducen a la amplificacion viral.

A medida que los queratinocitos se van diferenciando, migran de la membrana basal hacia la

Entrada de VPH

Epitelio escamoso . 5 —
Liberacion del virién

— -

D

S —
ey o Ensamblaje viral

(L1, L2)

Proliferacion
celular/mantenimiento

zonaintermedia = o | (E1, E2, E4, E6, E7)

Proliferacion celular/Replicacion
4 genoma viral
o lo (E1, E2, E5, E6, E7)

Replicacién genoma viral
El, E2)

capabasal ) () ()

Membrana basal €= = = = === |

Epitelio sin infeccién : Epitelio infectado por VPH Perfil de expresién de proteinas virales

Heparan sulfato
proteoglicano

Figura 5. Ciclo del VPH. Cuando el virus ingresa a las células de la capa basal, a través de lesiones, E1 y E2 regulan la
replicacion del genoma viral manteniendo un bajo niimero de copias, conforme las células se van diferenciando, E6 y E7
estimulan el crecimiento y division celular para continuar la replicacién del genoma viral. Eventualmente E2 reprime la
expresion de E6 y E7, permitiendo a la célula diferenciarse. En esta etapa, en la zona superficial, L1 y L2 se expresan y se
ensamblan las particulas virales que son liberadas con ayuda de E4. Respecto a E5 es probable que se exprese en una etapa
temprana del ciclo de replicacién en las capas inferiores del epitelio.
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superficie del epitelio y dejan de dividirse, en ese momento el promotor dependiente de
diferenciacidn se activa conduciendo al incremento en la expresion de E6y E7, reactivando la sintesis
de DNA celular e inhibiendo la apoptosis, retardando la diferenciacion y promoviendo la

proliferacién celular, este proceso esta regulado por E2%°.

Una vez establecida la infeccidn, las células comienzan a diferenciarse permitiendo que se
expresen otros genes como E5 el cual promueve proliferacion celular y evade al sistema inmune
al inducir la pérdida de la expresion de MHC | en las células infectadas, evitando la presentacion
de antigenos virales a las células T efectoras. La oncoproteina E5 se une e inhibe la actividad de
la subunidad de 16kDa de la V-ATPasa, alterando la acidificacion endosomal, EGFR requiere
acidificacion endosomal para la disociacion de su ligando del receptor y la subsiguiente
degradacion. La union de E5 a V-ATPasa interrumpe la acidificacién y como resultado, aumenta
la activiacion de EGFR**7. Asi mismo, E5 contribuye a la amplificacion del genoma a través de su

capacidad para estabilizar y mejorar la sefializacion del EGFR*,

Por otro lado, la proteina E4 presenta la capacidad de unién a la queratina y una capacidad de
reorganizar la red de citoqueratina en la periferia provocando el colapso de las redes de
gueratina. La acumulacion de E4 en o alrededor del inicio de la amplificacién del genoma,
coincide con la activacion del promotor (p670 en VPH16). Como consecuencia se generan miles
de copias del genoma viral y se desencadena la expresidn de los genes de la cdpside L1y L2 para
el ensamblaje de los viriones que son liberados tras la muerte de las células que alcanzan la

superficie, estos viriones estan listos para infectar nuevas células**°,

En células persistentemente infectadas la sobreexpresion de E6 y E7 conduce a la acumulacién
de mutaciones que con otros factores favorecen la progresién hacia cancer, estudios recientes
han propuesto que estds oncoproteinas se acumulan en el RE>*®2, En la tabla 4 se resume las

funciones de las proteinas tempranas y tardias del VPH en el ciclo viral, asi como su actividad.
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Tabla 4 . Principales funciones de las proteinas del VPH.

Proteina  Funcion en el ciclo viral Actividad

El Replicacion del genoma viral. Actividad de unidn a DNA, helicasa y ATPasa.

E2 Transcripcion de genes virales Transactivacion/trans-represion, actividad de union a DNA,
Replicacién del genoma viral segregacion mitotica del DNA viral.

Mantenimiento del genoma viral.

E4 Participa en la fase productiva del ciclo viral, se  Destruccion de la red de queratina e induccion de arresto
asocia al proceso de liberacion de particulas  del ciclo celular en fase GoM.
virales.

ES Involucrada en la proliferacién e inhibicion de  Interviene en varias vias de sefializacién celular asociadas a
la apoptosis. factores de crecimiento.

E6 Reactivacion de los mecanismos celulares de  Interaccion e induccion de la degradaciéon de varias
replicacion, proliferacion, inmortalizacion, proteinas celulares como p53, E6AP, c-Myc, FADD, Caspasa
inhibicion de la apoptosis. Mantenimiento del 8y proteinas con dominios PDZ.
genoma viral.

E7 Reactivacion de los mecanismos celulares de  Interaccidn e inactivacidn con varias proteinas celulares
replicacion, proliferacion, inmortalizacién.  como Rb, HDAC, E26F, p21, p27, CDK/ciclina, ATM, ATR.
Mantenimiento del genoma viral.

L1 Principal proteina de la cépside. Proteina mayoritaria que conforma los capsémeros.

L2 Proteina menor de la capside. Proteina minoritaria que conforma los capsémeros,
ademas participa en la introduccién del genoma viral
dentro del nucleo y posteriormente en el encapsulamiento
de este en las etapas tardias de la replicacidn viral.

1.4 Carcinogénesis inducida por VVPH.

Tomado y modificado de Egawa, N. 2017

La infeccion con VPH de alto riesgo y las funciones de sus oncoproteinas son necesarias, mas no

suficientes, para la progresion hacia cancer?*. Entonces, ademas de la infecciéon persistente,

existen otros factores que participan en la carcinogénesis, donde la integracién del genoma viral
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al genoma celular se ha postulado como un evento clave en este proceso”3. A la fecha, no se han
identificado de manera especifica sitios en los que se lleva a cabo la integracion del genoma viral;
sin embargo, se ha detectado que ocurre en sitios fragiles de regiones de inestabilidad genémica.
En las etapas tempranas de la infeccion los genes E6 y E7 son reprimidos por la proteina E2, la
integracién viral conlleva al rompimiento del marco abierto de lectura de E2, por lo que se pierde
la regulacién negativa de los oncogenes virales E6 y E7, evento que resulta en un aumento en la

expresion y estabilidad de los transcritos que los codifican®*.

En el proceso de la amplificacidon del genoma viral en queratinocitos diferenciados, el VPH altera
los mecanismos de proliferacién y de diferenciacién celular en la que naturalmente la sintesis de
DNA estd inhibida, esto es posible por la interaccién de las oncoproteinas con diferentes
proteinas celulares®. Los mecanismos celulares involucrados estan controlados por varios
factores, principalmente los miembros de la familia Rb. La proteina E7 del VPH se une a estos
factores celulares y los marca para su degradacion, liberando y activando el factor de
transcripcion E2F, de esta manera se inicia la expresion de los genes involucrados en la sintesis
de DNA. Si bien todas las proteinas E7 de los diferentes papilomavirus se unen a miembros de la
familia Rb, las proteinas E7 de los virus de alto riesgo se unen con mucha mayor afinidad. La union
de E7 a Rb puede conducir a la inhibicién del crecimiento celular y apoptosis de manera
dependiente de p53. Como resultado, las proteinas E6 de los virus de alto riesgo han
evolucionado para marcar a p53 para su degradacion, previniendo la inhibicion del crecimiento
celular. El efecto combinado de las proteinas E6 y E7 de los virus de alto riesgo para mantener la
fase Sen las células diferenciadas resulta en la supresién de los puntos de control del ciclo celular.
En células persistentemente infectadas la sobreexpresion de E6 y E7 conduce a la acumulacién
de mutaciones que con otros factores favorecen la progresion hacia cancer. La carcinogénesis
asociada al VPH es un proceso de varios pasos que involucra la acumulacién de alteraciones
genéticas en las células tales como: inestabilidad genética, inmunodeficiencia, mantenimiento de
sefales de proliferacidn celular, evasidn de supresores del crecimiento, inmortalidad replicativa,
resistencia a la muerte celular, desregulacidon de la energia celular, angiogénesis, invasion y

metdstasis®®°’.
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1.5 Oncoproteinas del VVPH.

Las proteinas virales oncogénicas E5, E6 y E7 son capaces de modular la expresién de proteinas
fundamentales que controlan la actividad de los mitégenos, el programa de diferenciacién y los
mecanismos de evasion inmunitaria que finalmente promueven el proceso de transformacién
celular. La oncoproteina E5 juega un papel clave en el crecimiento celular y altera varias vias de
transduccion de sefiales. Realiza actividades pro-carcinogénicas. También modula vias
inmunitarias e inflamatorias de otras maneras, al interferir en la activacién de EGF-R y la
sefializacion de transduccion, como las proteinas quinasas activadas por mitégenos (Ras/
Raf/MAO quinasa) y la fosfoinositida 23- quinasa (PI13K/Act)*®. Se ha demostrado que E5 coopera
con E6 de alto y bajo riesgo para inducir coilocitosis®. El principal mecanismo inmunitario
interrumpido por la oncoproteina E5 es la presentaciéon de antigenos, evitando su
“cargamiento/loading” en el MHC para proteger a las células infectadas contra la citotoxicidad
de NKy CTL; ademas la proteina E5 coopera con E6 y E7 para promover la hiperproliferacion de
las células infectadas debido a un aumento en la disponibilidad de receptores para factores de
crecimiento, facilitando el proceso de transformaciéon maligna. A pesar de que E5 esta implicada
en pasos fundamentales de la carcinogénesis, el gen E5 generalmente se pierde después de que
el DNA viral se integra en el genoma del huésped, lo que sugiere que su actividad no es necesaria

para la Ultima etapa de transformacién®0.61.62,

La funcion de E6 y E7 da lugar a un interesante efecto complementario de la actividad
transformante. Las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo son las principales mediadores de
la carcinogénesis debido a sus interacciones con diversas dianas celulares. E6y E7 son esenciales
para el mantenimiento del fenotipo transformado, sin embargo, no son suficientes para

transformar directamente las células 6364 24,

15 II><ITTI=<II.




1.5.1 Oncoproteina E6 y su contribucion a la carcinogénesis.

El ORF de E6 codifica una pequeiia proteina de aproximadamente 150 aminoacidos con un peso
molecular de 16-18 KDa. La secuencia del LCR contiene una caja TATA y un sitio de unién a SP1
gue activa el promotor de E6 el cual es responsable de la especificidad epitelial de la transcripcidon
del VPH. Un potenciador se encuentra 400 pb corriente arriba del promotor E6 que inicia la

transcripcién.

E6AP/p53 E6AP/p53

MAGI-1
. DLG1
6 @ hSCrib
N— C C e G xTxL/VETQV —(C
1 3033 63 66 106 109 139 142 151

Dominio dedo de Zinc 1 Dominio dedo de Zinc2  Motivo de unién PDZ

Figura 6. Representacion de la oncoproteina E6. Se observa su extremo amino terminal, y las dos estructuras esenciales en la actividad de
E6, sus dos dedos de Zinc, contiene cuatro motivos CxxC, como estructuras fundamentales para la interaccién de la proteina con varios
blancos celulares. El carboxilo terminal contiene el sitio de unién a proteinas con dominios PDZ. Figura creada en Biorender.

Las proteinas E6 contienen cuatro motivos CxxC, que son importantes en funciones como la
activacion transcripcional, transformacién, inmortalizacion y la asociacidn con proteinas celulares
(figura 6). En el caso de los VPH que infectan la mucosa, el carboxilo terminal COOH contiene un
motivo de unién P SD-95/ Dlg/ Z 01 (PDZ), su nombre deriva de las tres primeras proteinas que
mostraron su presencia: Proteina de densidad postsindptica 95 (PSD-95), supresores de tumores
grandes del disco de Drosophila (DIgA), y zénula ocludens-1 (Zo1), un ejemplo de los homélogos
de estd ultima proteina en humanos es Dlg, estos motivos estdn involucrados en la interaccién
con varias proteinas que contienen este dominio PDZ, este motivode unién a PDZ (PBM) esta
ausente en la mayoria de los tipos de virus de bajo riesgo®. E6 de altoriesgo también interactua
con varios sustratos que contienen el dominio PDZ, incluidos Dlg y Scribble, lo que induce su

degradacion mediada por ubiquitina. Estos sustratos estan implicados

16 II1==ITI=<II




en el control de la proliferacidn celular, la polaridad celular y la adhesidn, lo que respalda ademas
que las proteinas E6 contribuyen a la malignidad inducida por el VPH®®®’, En el caso de Dlg, E6
parece utilizar la interaccién para promover una mayor invasion celular, mientras que en el caso
de hScrib, esto parece ser necesario para mantener altos niveles de expresion de la proteina E6.
E6 también regula la familia de proteinas NFkB e induce la caja Foxhead M1 (FOXM1) que se cree
que media la progresion del tumor. E6 regula la via Wnt / B-catenina afectando asi la proliferacién
y diferenciacidén celular. E6 también puede afectar la expresion de varios miARN como miR 218y
miR23b vy, junto con la interaccién con CDK2, esto puede afectar la regulacion del ciclo celulary

el ciclo del centrosoma®°.

La funcidon mas estudiada de E6 de alto riesgo en el proceso carcinogénico es su union al supresor
de tumores p53, una proteina de unién al DNA expresada en respuesta al daifio del DNA o la
induccién no programada de la replicacion del DNA, lo que da como resultado la detencién del
ciclo celular o la apoptosis. Dado que el VPH depende de la maquinaria de sintesis de DNA celular
y debe estimular la progresion de la fase S para la replicacion de su genoma, la sobreexpresién
de p53 inhibe la replicacion viral. E6 se une a la proteina p53 a través de una ubiquitina-ligasa
celular mediado por la interaccién de la proteina E6 con la proteina celular EGAP, mediante un
bolsillo hidrofébico cargado en E6, y un motivo peptidico en forma de hélice, en E6AP, llamado
LxxLL por su alto contenido de leucinas’®. Un anélisis cristalografico de E6 del VPH16 muestra que
los bucles de dedo de zinc de E6 y la regién conectora entre ellos forman el bolsillo profundo, en

el que encaja el dominio helicoidal LxxLL de E6-AP’L.

El complejo de enzimas de ubiquitina es reclutado por E6AP, ubiquitinando lisinas en p53
promoviendo su protedlisis. Se forma un complejo tripartito de E6/ E6 AP/ p53. La degradacion
de p53 evita las sefiales de detencidn del crecimiento normal en los puntos de control G1 /Sy
G2 / My es la causa principal de inestabilidad cromosdmica, con consecuencias mutacionales
para las células positivas al VPH y mejora de la integracion de DNA extraino en el genoma de la
célula huésped. Ademas, las oncoproteinas E6 inhiben la degradacién de las cinasas de la familia

SRC por E6-AP, estimulando la actividad mitdtica??.
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Figura 7. Algunas de las dianas moleculares de oncoproteina E6.
Figura creada en Biorender.
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Ademas de sus efectos sobre la
proteina p53, las proteinas E6
de activan la

alto riesgo

telomerasa, una enzima
responsable de replicar el DNA
telomérico en los extremos de
los cromosomas. En las células
somaticas normales, la
actividad de la telomerasa est3
ausente y los telémeros se
acortan a través de sucesivas
divisiones celulares, iniciando
la via natural que conduce a la
senescencia y la muerte

celular. E6 puede regular al

alza la actividad de la telomerasa mediante la activacion transcripcional del gen de la

transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTert), que codifica la subunidad catalitica de la

telomerasa, esta induccién del promotor h TERT es a través de interacciones con proteinas c-Myc

y NFX-1y contribuye a la inmortalizacién celular’®73 (figura 7).

Como se ha descrito, E6 presenta la capacidad de interactuar con proteinas que albergan motivos

LxxLL, el compafiero prototipo que tiene este motivo es la ubiquitina ligasa E6AP, sin embargo en

la actualidad se siguen reportando a otras proteinas que contienen estos motivos como lo es

CREB3, una proteina sensor del Reticulo Endoplasmico (RE)"*7>,
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1.5.2  Oncoproteina E7 y su contribucion a la carcinogénesis.

El oncogén E7 codifica una proteina de bajo peso molecular de aproximadamente 100
aminoacidos (10kDa). El dominio CR1 es necesario para la transformacion celular y la degradacién
de pRB, pero no contribuye directamente a la unién de pRb. La regién CR2 contiene una secuencia
central de unién a pRb conservada LxCxE y un sitio de fosforilacién de caseina quinasall (CKIl). El
amino terminal consta de dos motivos CxxC separados por un espaciador de 29/30 aminodcidos.
Esta region estd implicada en la asociacidon de pRb y otras proteinas celulares del huésped y puede

funcionar como un dominio de dimerizacién’® (figura 8).

Sitio de fosforilacién Ixu F’G

N— cx [NCREN (¢) s —C

1 2226 3132 56 61 9194

I Dominio dedo de Zinc
LxCxE
| S—
pRb
p107
p130

Figura 8. Representacién de la oncoproteina E7. Incorpora tres regiones conservadas (CR). En el extremo N terminal se encuentra el
dominio CR1 necesario para la transformacién celular y la degradacién de pRb, dominio CR2 que contiene la secuencia central de unién
a pRb LxCxE y un sitio de fosforilacién para la caseina quinasa CKII y el dominio CR3 ubicado en el extremo carboxilo que contiene dos
opias de j aregion e i icada e a asociaci e DR ef] igura eada en Biore S

motivo CxX a 1MpliCs 0 on de pRb

Las proteinas E7 se localizan principalmente en el nucleo, donde se asocian con el producto del
gen de retinoblastoma (pRb) para facilitar la progresién hacia la fase S del ciclo celular. En células
normales, pRb se hipofosforila en G1tempranoy se une a factores de transcripciéon E2F,formando
complejos que funcionan como represores transcripcionales. Tras la fosforilacidon, estos
complejos se disocian, lo que permite que E2F actle como activador transcripcional. Al asociarse
con pRb hipofosforilado, E7 evita su unidon con E2F, promoviendo asi la progresion del ciclo
celular. Ademas, la degradacion de pRb mediada por ubiquitina inducida por E7 parece ser

esencial para superar eficazmente la detencidn del ciclo celular. Ademas de pRb, E7 interactuia
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con otros dos miembros de la familia pRb, p107 y p130, que también regulan negativamente la

transcripcion de los genes activados por E2F?47778 79 (figura 9).

La proteina E7 de los VPH de alto riesgo estimula los genes de la fase S, ciclina E y ciclina A,
interactUa con los complejos ciclina-cinasa y anula las actividades inhibidoras de los inhibidores

de cinasas dependientes de ciclina (CKI), como p21 CIP-1/WAF-Ly 527 KIP-180
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Figura 9. Algunas de las dianas moleculares de oncoproteina E7.
Figura creada en Biorender.

Las proteinas E7 del VPH6 y 11 de bajo riesgo se unen de manera menos eficiente a pRb por lo

que sus efectos sobre la transformacion celular son menores o ausentes®?,

De lo anterior se desprende claramente que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH de alto riesgo
afectan de diferentes formas a las vias reguladoras celulares, debido a su capacidad de
interactuar con una gran variedad de proteinas celulares que alteran diversos procesos celulares.

Estudios recientes han propuesto que estds oncoproteinas se acumulan en el Reticulo
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Endopldsmico, generando estrés de este, lo que proporciona evidencia sobre un nuevo
mecanismo celular que puede favorecer al proceso de la carcinogénesis, siendo interesante al ser
un mecanismo adicional a las alteraciones clasicas que ya se han determinado, proponiendoel
Estrés del Reticulo Endoplasmico (ERE) como un factor importante en el estableciendo del cancer.
A este respecto, se ha reportado que epitopes de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16, se

acumulan en el reticulo endopldsmico e inducen estrés del RE °1°2 (figura 10).

Figura 10. Progresion hacia cancer mediada por la infeccién de VPH. Mayor proporcién de E6 y E7
aumenta el estrés del reticulo endoplasmico, desencadenando la activaciéon de la respuesta de
proteinas desplegadas (UPR). Figura creada en Biorender.
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1.6EL ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMATICO COMO FACTOR PARA LA
CARCINOGENESIS.

1.6.1 Estrés del reticulo endopldsmico (ERE).

El RE es uno de los organelos mds abundantes en las células, compuesto por un sistema continuo de
membranas que incluye la envoltura nuclear (EN) y el RE periférico, definido por laminas planas,
tubulos ramificados y sacos aplanados interconectados a través de un espacio cerrado llamado lumen
gue estd separado del citosol por una membrana. La estructura del RE se puede dividir en un dominio
de envoltura nuclear que estd integrado en el RE rugoso, y un dominio para la sintesis de ribosomas®?.
La forma y distribucién de estos dominios RE esta regulada por una variedad de proteinas integrales
de membrana e interacciones con otros organulos y el citoesqueleto. Estas interacciones son de
naturaleza dindmica y reflejan cambios dentro de la célula, ya sea a través del ciclo celular,
diferenciacidon celular, sefiales intracelulares o interacciones de proteinas®3. La estructura
membranosa del RE tiene una serie de funciones como el plegamiento de proteinas recién

sintetizadas, la sintesis de fosfolipidos y la regulacion de las vias de senalizacion intracelular.

El RE permite principalmente el transporte e integracion de proteinas, ayudandolas a plegarse y
transportarse (membranas extracelulares o celulares), controla la homeostasis intracelular del Ca?*
siendo el principal reservorio de calcio en la célula, contribuyendo a la biogénesis de
autofagosomas y peroxisomas, también es un sitio que realiza la glicosilacién ligada a N y esta
estrechamente relacionado con las vias de sefializacidon celular. Por otra parte, el transporte
vesicular involucra el movimiento de moléculas de un compartimento celular hacia otro o bien
su liberacién hacia el entorno extracelular, el cual es critico en gran variedad de procesos
fisioldgicos y patoldgicos, en este proceso participa el RE en una manera ordenada y dinamica®.
Diversos estimulos, intrinsecos y extrinsecos, alteran la homeostasis del RE. Los cambios
ambientales relacionados con el estado redox, los niveles de nutrientes y Ca?*, la tasa de sintesis
de proteinas, la aparicién de patdgenos o estimulos inflamatorios, alteran el plegamiento de las
proteinas y en ultima instancia, promueven la acumulacion de proteinas desplegadas o mal

plegadas. Estd condicion se conoce como Estrés del Reticulo endoplasmico (ERE)®>. Si las

proteinas no se modifican correctamente, la falta de residuos de glucosa es reconocida por el RE
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y las proteinas, incluida la UDP-glucosa: glicoproteina glucosiltransferesa (UGGT), en un intento
de volver a glicosilar las proteinas. Si el proceso de plegamiento normal no se restablece, los
residuos hidréfobos quedan expuestos y se unen a GRP78 (BIP), se produce la acumulacion de
estas proteinas y se activa la respuesta a proteinas desplegadas (UPR). La primera accién de la
UPR es aumentar la abundancia del RE para adaptarse a las necesidades de las células para plegar
adecuadamente las proteinas, lo que lleva a una expansion del RE a través de la generacién de

ldminas y un aumento en la maquinaria de plegamiento®®.

1.6.2 Respuesta a proteinas desplegadas (UPR).

La capacidad de cada organelo en las células eucariotas esta estrictamente regulada de acuerdo
con las demandas celulares requeridas que se denominan autorregulaciéon de organelos®”. Gran
variedad de factores puede afectar la homeostasis y el funcionamiento del RE. La exposicion de
las células a condiciones ambientales adversas, como estrés salino®, estrés térmico®® y estrés
hidrico®®, perturban los procesos que se llevan de manera normal en este organelo, lo que
contribuye a la acumulacién de proteinas desplegadas o mal plegadas en el lumen del RE, si las
proteinas mal plegadas se acumulan mas alla de un umbral tolerable, los sensores residentes en el
RE desencadenan una respuesta de proteina desplegada o mal plegadas (UPR) el cual es un
mecanismo adaptativo capaz de restablecer la homeostasis del RE a través de multiples estrategias
que abarcan la reprogramacion transcripcional y el decaimiento del mRNA, la atenuacion
traduccional, eliminacion de proteinas mal plegadas a través del sistema de degradacién de proteinas
asociadas a ER (ERAD), reciclaje de proteinas mal plegadas y materiales celulares a través de la
induccion de la autofagia®!. La acumulacion de proteinas en el RE es detectada por las moléculas
sensoras que constituyen al mecanismo de respuesta de proteinas desplegadas o UPR y esto
activa factores de transcripcidn especificos®?. Como respuesta a este estrés se activan vias de
sefalizaciéon que involucran la comunicacién entre el RE y el nlcleo para asegurar el correcto
plegamiento y ensamblaje de todas las proteinas que salen del reticulo endopldsmico®’. Es por
ello que la acumulacién de proteinas, la sobrecarga de la replicacién, sintesis de proteinas y

lipidos, alteracién de los nutrientes intracelulares, cambios en la arquitectura celular, infecciones
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virales y el proceso carcinogénico, inducen la activacion de mecanismos de proteccién celular
culminando en la activacién de vias de sefializacion de la UPR la cual involucra a los elementos:
Pancreatic ER Kinase (PERK), Inositol-Requiring Enzyme 1 (IRE1) y Activating Transcription Factor

6 (ATF6), y una via no clasica llamada CREB3, cada proteina sensor de la UPR presenta un

mecanismo peculiar y genes objetivos diferentes, para desencadenar una respuesta

especifica®®* (figura 11).

En condiciones normales estas Estrés RE
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celular y promueve la Figura 11. Activacion de proteinas sensores de la UPR tras la sefial con estimulos especificos.
Imagen tomada de Liang et al., 2006.

degradacion de proteinas
asociada al RE (ERAD) con la subsecuente atenuacién en la sintesis de proteinas. Si el plegamiento

de proteinas no es resuelto las células activan diferentes mecanismos de muerte celular
incluyendo autofagia y apoptosis®®. Asi mismo, el trafico vesicular esta regulado por diversos
procesos como la endocitosis, exocitosis, reciclaje de proteinas, autofagia y ERE, los cuales
responden una gran cantidad de sefiales intra e intercelulares y su desregulacion esta asociada
al desarrollo de diversas patologias como Parkinson, Alzheimer, paraplejia espastica y cancer®’;
elmecanismo implicado en estos procesos aun sigue en investigacion. A la fecha diversos trabajos

han descrito el papel de las infecciones virales en la modulacién del ERE, sin embargo,
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los mecanismos en un proceso continuo como lo es la carcinogénesis permanecen poco claros,
donde la transformaciéon oncogénica impulsada por la pérdida de los supresores de tumores p53,
PTEN, TSC1 o TSC2, aumentan drdsticamente las tasas de sintesis de proteinas, lo que

eventualmente lleva al ERE®S,

Las células cancerosas pueden adaptarse a los desafios que implica el microambiente tumoral,
pero a medida que los tumores se expanden, se encuentran con una serie de nuevas tensiones
ambientales, que incluyen la privacion de oxigeno y nutrientes, acidosis lactica y multiples formas
de intervencién clinica, estos estimulos pueden interrumpir el plegamiento de las proteinas en el
RE al limitar dos de las reacciones que ocurren en este orgdnulo: 02 y N-acetilglucosamina, o
interrumpir directamente la funcion de chaperonas a través de la peroxidacion de lipidos y
formacion de aductos covalentes®. Los factores extrinsecos como la hipoxia, la privacién de
nutrientes y la acidosis alteran las funciones normales del RE, las tensiones intrinsecas a las que
estan expuestos los tumores sélidos como activacidon oncogénica, alteracion en el nimero de
cromosomas, Y la capacidad secretora exacerbada causan una alta demanda para la produccion
de proteinas. Asi mismo, la inestabilidad gendmica, el aumento de la tasa de mutaciones vy el
desequilibrio redox perturban ain mas la proteostasis global. Todos estos factores involucrados
en la progresion del cancer resultan en la acumulacion de proteinas mal plegadas, y generando

ERE,

1.6.3 ERE, UPR y Cdncer.

Las células han desarrollado mecanismos para lograr garantizar la autenticidad y la integridad de
los procesos celulares que llevan a cabo. Cualquier perturbacidon anormal puede producir ERE, ya
sea de forma directa o indirecta, y estd perturbacién puede ser de naturaleza aguda o crdnica,
como ejemplos de estrés agudo, la hipoxia, el agotamiento de calcio y la privacién de glucosa
pueden conducir a una rapida activacién de la UPR, en esas condiciones, la célula solo necesita

tolerar tales tensiones, durante tiempos relativamente breves, de minutos a horas, promoviendo
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el plegamiento de proteinas que se encuentren en el RE, que se haya acumulado en ese periodo
de tiempo, lo que necesita una UPR que es de accidn relativamente rdpida y también facilmente
desactivada'®®192, por el contrario, el estrés crénico requiere cambios casi permanentes en la
funcidn celular en general y en la funcidn del RE en particular, las tensiones crénicas que activan
la UPR pueden abarcar: mutaciones genéticas de chaperonas o sustratos de chaperonas que
conducen a problemas persistentes de plegamiento incorrecto, infecciones virales que pueden
cooptar la via secretora para la produccion de proteinas o incluso la diferenciacién y el
mantemiento normal de la célula, cuyas funciones principales incluyen la produccién y secrecion
de proteinas, como células inmunitarias. Una caracteristica comun entre estos factores
estresantes cronicos del RE es que exigen un mecanismo por el cual el estrés del RE debe tolerar
persistentemente en una escala de tiempo que va de dias a afios, en este contexto, incluso si la
muerte celular ocurre en pequena medida, la mayoria de las células deben finalmente sobrevivir

y adaptarse al estimulo estresante!®,

La transformacion oncogénica es un proceso de varios pasos que aprovecha el mecanismo de la
UPR para superar diversas barreras. Por lo tanto la UPR funciona como un mecanismo de
adaptacion durante la progresién del cdncer!®. Actia modulando mecanismos que
desencadenan la transformacién celular, mejoran la supervivencia y ajustan el estado metabdlico
de la célula. La iniciacion y el desarrollo del cancer requieren la inactivacidn de los supresores de
tumores como la adquisicion de mutaciones oncogénicas que desacoplan la proliferacion de la
regulacién extracelular mediada por factores de crecimiento!®. El estado metabdlico en el
proceso carcinogénico es altamente proliferante en un microambiente anormalmente
vascularizado, hipdxico y bajo en glucosa. En condiciones hipdxicas, la demanda de sintesis de
proteinas en las células cancerosas es significativamente menor que la de las células normoxicas,
lo que conduce a una disminucion de la demanda de oxigeno y energia, por lo tanto existe una
disminucién del trifosfato de nucledsido de adenina (ATP), y una disminucién en la tasa de
traduccion de proteinas, lo cudl es desfavorable para las células cancerosas!®®. La demanda
constante en los niveles aumentados con la transformacion en la sintesis de proteinas a menudo

abruman la capacidad de plegamiento de proteinas del RE. Las células cancerosas en
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proliferacién requieren una rapida expansion del RE para su divisidn y asignaciéon a las células
hijast?’. El crecimiento tumoral persiste pese a las condiciones adversas en un contexto
carcinogénico, donde coexisten procesos como: proliferacidon sostenida y desregulada, estrés
oxidativo, privacion de nutrientes y de lipidos, hipoxia, pH acido extracelular. La progresién del
ambiente tumoral requiere una adaptacion frecuente, la transformacién maligna mediada por la
activacion de oncogenes y la pérdida de la funcion supresora de tumores, lo que impone intensas
demandas biosintéticas y bioenergéticas sobre los recursos celulares disponibles,
desencadenando el estrés inicial del RE. Las adaptaciones beneficiosas que surgen en el
microambiente tumoral se deben en gran medida por la respuesta al estrés del RE y los procesos
biolégicos celulares fundamentales, como la autofagia y la difonia entre el RE y otros organelos.
Las células cancerosas invasivas requieren autofagia mediada por la UPR para resistir anoikis, una
forma de muerte celular provocada por el desprendimiento de la matriz extracelular (MEC),

también limita la acumulacidon dafina de ROS 108109,

El alcance de la respuesta UPR depende de las condiciones de estrés y la gravedad de los factores
desfavorables, la respuesta de la UPR se divide en dos tipos: para proteger a las células del dafio,
generando la supervivencia o inducir la apoptosis al no reparar el dafio detectado'®. El
crecimiento y la supervivencia éptimos del cancer se basan en vias de sefializacion de la UPR
cuidadosamente equilibradas que interactian con otros procesos celulares. Por lo tanto,
actualmente se considera que la UPR desempefia un papel clave en la progresién tumoral, la

metastasis, la tumorigénesis y la supervivencia 111112,

El mecanismo de la UPR estimula las células tumorales para que secreten metaloproteinasas que
se unen a citocinas especificas, como los factores angiogénicos. Ademas de los factores
intrinsecos, las propiedades altamente proliferativas de las células cancerosas pueden activar la
respuesta UPR al interrumpir el plegamiento de las proteinas ER, lo que permite que las células
cancerosas continden creciendo en ambientes con deficiencia de nutrientes!!3. Para aumentar la
capacidad de plegamiento de proteinas, la UPR expande el tamafio del RE a través de una mayor

biogénesis de los componentes como proteina y lipidos, y regula al alza la transcricién de
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chaperonas del RE como lo es GRP78!4115 Recientemente se ha identificado una via en

respuesta al estrés de RE en mamiferos: CREB3®’.

1.7 CREB3

CREB3 (CAMP Responsive Element Binding Protein 3) es un gen que codifica para un factor de
transcripcidn que presenta un tamafio de 371 aminodcidos y una masa molecular de 41,379 Da,
es un miembro de la familia de proteinas de unién a DNA de tipo cremallera de leucina (leucine
Zipper) que pertenecen a la familia bZIP, estas proteinas se localizan en el RE. CREB3 también es
llamado LZIP o “luman” (en honor a un héroe legendario en la antigua China)*'®. CREB3 contiene
dos motivos de union al receptor nuclear (NR) LxxLL y presenta los siguientes dominios
funcionales: el dominio de transactivaciéon (TAD) que media la unién a DNA especifica de
secuencia, un dominio conservado de aproximadamente 30 residuos llamados ATB (Adyacente a
bZIP), una region basica (b) junto al dominio de cremallera de leucina (Zip) llamados en conjunto
bZIP, dominio de union a DNA y un dominio transmembrana (TMD). Las proteinas CREB3 pueden
actuar como homodimeros y/o heterodimeros a través de su dominio de cremallera de leucina
en espiral, la dimerizacion selectiva es un determinante de la diversidad y especificidad de sus
funciones!!”11874 Es clasificada como una proteina de membrana tipo Il, que es sometida a una
protedlisis intramembrana regulada (RIP) en respuesta a sefiales celulares. Estas proteinas se
unen al elemento de respuesta de cAMP (CRE) (consenso: '5-GTGACGT [AG][AG]-3" y secuencias
C/EBP presentes en muchos promotores para activar la transcripcién de los genes. A su vez
también se une a los sitios de secuecias de consenso del elemento de respuesta a proteinas
desplegadas (UPRE) 5°-CCAC[GA]-3"de ERSE Il (5'-ATTGG-N-CCACG-3°), y regula la expresiéon de
una gran variedad de genes, que juegan un papel en la supresiéon tumoral y la degradacién
proteica asociada al ERE. CREB3 esta anclado al RE por un dominio transmembrana hidrofébico,
lo que sugiere que su extremo carboxilo rico en prolina permanezca en la luz del RE119:120, 121, 122
(figura 12). El dominio amino terminal resulta importante para la percepcion del estrés, el cual

se mantiene en un estado inactivo por interaccidn con la chaperona GRP781%3:124,
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Después de un determinado estimulo, CREB3 es transportada del RE al aparato de Golgi donde

es escindido proteoliticamente por la proteasa del sitio 1 (S1P) unida a la membrana de la familia

de las subtilisinas, que genera un extremo N asociado a la membrana y se forma un extremo C

luminal (figura 13). La forma N-terminal asociada a la membrana es procesada proteoliticamente

por la proteasa del sitio 2 (S2P) una metaloproteasa de zinc incrustada en la membrana para

liberar el fragmento N-terminal, a través de una protedlisis intramembrana regulada por RIP,

sefales meta'?o"cas inflamatorias ) o
—— v ' infeccién viral
¢ i
» % @
[ (1
= Vi tATF& T |
CREB3 o
RN
sip ¥
£
S2P.
/
I A
(o)
PNTSONONON0 PSTSTRMINONG
migracion autofagia proliferacion
Figura 13. Estrés del Reticulo Endopldsmico (ERE) Ciertas sefiales son detectadas por el
reticulo endopldsmico activando el ERE. Figura creada en Biorender.

liberando la forma 3 de la proteina de
unién a elementos sensible al AMPciclico
procesada transcripcionalmente

activa''®. El fragmento N-terminal
liberado se traslada al nucleo donde se
une a través de su dominio bZip. Una
gran variedad de estudios y modelos
sugieren que CREB3 posee una actividad
fisioldgica, ya que tiene funciones en la
regulacién del desarrollo, metabolismo,
inmunidad innata y secrecioén (figura 14)

125,126,127,128,129
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Figura 14. CREB3 como factor regulador del ERE. Cambios en las condiciones fisiologicas
generan senales que disparan la activacion proteolitica de las proteinas CREB3. que ocurre en el
Golgi por el corte de S1P y S2P, el fragmento N-terminal liberado actia como factor de
transcripcion, se traslada al nicleo para regular la expresion de genes blanco.

CREB3 activa la transcripcion dependiente de CRE y regula la proliferacion celular. Ademas se ha

reportado que proteinas del trafico RE-Golgi son reguladas por CREB3 y estan asociadas con un
fenotipo invasivo en un modelo de progresidon metastasica en ratones'3, Esta evidencia sefiala
la relevancia de la regulacion de los componentes de la via secretora, como el complejo de Golgi,

por parte de la familia CREB3 en el entorno del proceso del cancer.

Se ha descrito a CREB3 como centro de sefializacidn para la regulacion de la homeostasis del RE
y el aparato de Golgi, integrando estimulos de multiples fuentes para controlar la secrecién,
modificaciéon y el trafico post-traduccional de proteinas, segun los perfiles de expresidon
especificos de tejidos, desempeian el desarrollo, supervivencia, diferencian, autorregulacién de
organulos y secrecién de proteinas y la proliferacion celular!'®., También participa en la
proliferacién, migracion y diferenciacion celular, supresién de tumores y expresion de genes

inflamatorios. Actla como un regulador positivo de la sefializacién de quimiotaxis inducida por
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LKN-1/CCL15%, Induce la activacion transcripcional de los receptores de quimiocinas y la
migracion celular'32, Se ha informado que en células de sarcoma osteogénico humano (HOS),
CREB3 se une al receptor de quimiocinas CC1 (CCR1) y participa en la migracién celular inducida
por leucotactina-1 al mejorar la via de activacion de NF-kB, a su vez la expresidon de de CREB3 se
ha relacionado con el cancer de mama, se une especificamente a la histona desacetilasa 3

(HDAC3).

Por otro lado, ARF4, COPB1 y USO1 proteinas de trafico de ER-Golgi son reguladas por CREB3 y
estan asociadas con un fenotipo invasivo, por lo tanto ademdas de estar involucrado en un

contexto fisioldgico presenta una respuesta importante en un entorno patolégico como el

cancerl33,134,130

CREB3 media interaciones proteina-proteina que pueden regular directamente la transcripcion,
CREB3 presenta un motivo lineal que le permite interactuar con HCF, a su vez HCF, recluta
factores de cromatina como las histonas H3 metiltransferasas, la desmetilasa (LSD1), o bien
acetiltranferasas (ATAC/STAGA,MOF). HCF es particularmente interesante ya que es un regulador

transcripcional del ciclo celular3>138,

CREB3 se une a receptores de glucocorticoides (GR) a través del motivo LxxLL y altera la actividad
de GR a través de estd interaccion, ademas de unirse al elemento de respuesta a glucocorticoides
(GRE), estos datos indican que CREB3 puede actuar como factor de transcripcién y como cofactor
gue conduce a alteraciones en la actividad de receptores de glucocorticoides, debido a que en la
respuesta al estrés celular y en ausencia o disminucién de CREB3 las células son mas sensibles al
estrés celular, lo que conduce a una disminucidn de la capacidad secretora que lleva a una
liberacién alterada de glucocorticoides, asi CREB3 juega un papel doble en la respuesta al estrés

actuando tanto a nivel fisioldgico como a nivel celular’®.

Durante infecciones virales se ha descrito la participacion de CREB3 y su papel como factor de

transcripcién y cofactor, puesto que se ha identificado que la proteina core del virus de hepatitis
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C (VHC) secuestra en el citoplasma a CREB3, inactivando su funcidon y potenciando la
transformacién celular. Ademas, las actividades transcripcionales atribuidas a la proteina core del
VHC podrian explicarse a través de su interaccion con CREB3'Y. Hasta la fecha no se sabe porque
los virus han evolucionado para depender de factores celulares en el inicio de sus ciclos de

replicacién.

Por otra parte, se ha explorado sobre el papel de CREB3 y el Virus del herpes simple tipo 1 virus
(HSV-1), CREB3 reprime la transactivacion mediada por VP16 al retener el factor 1 de la célula
huésped (HCF-1) en la membrana del RE a través de la interaccidn directa HCF-CREB3. HSV-1 usa

estd via: CREB3, para el establecimiento de la latencia'®.

CREB3 también interactua con TMgp41 CD disminuyendo la estabilidad de CREB3. Curiosamente
la sobreexpresion de la forma transcripcionalmente activa de CREB3 inhibe la expresiéon de la
proteina VIH-1, conduciendo a la disminucidn en la liberacidn de viriones, estas interacciones se
evaluaron mediante el uso de las técnicas de GST-pullDown, co-inmunoprecipitacion y ensayo de
doble hibrido?’. La adaptacidn de las células al estrés del ERE de manera crdnica, en un contexto
carcinogénico posterior a infecciones virales como el VPH, plantea la posibilidad de que las células
puedan adaptarse al estrés persistente por la forma en que se controla la expresion de las
moléculas efectoras corriente abajo de la UPR (CREB3) durante la exposicion continua al estrés

tolerable0®,

1.7.1 CREB3y blancos moleculares

La proteina de RE inducible por homocisteina (HERP), que tiene un peso molecular estimado de
43 kDa, pero que migra como una proteina de 54 kDa durante la electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), es una proteina integrada en la membrana del ER que actia como
componente de ERAD es un objetivo directo corriente abajo de CREB3'%!, En particular, el
promotor de HERP contiene un sitio ERSE y ERSE-II (ATTGG-N-CCACG) que media la induccién de
HERP tras el estrés de RE. CREB3 induce directamente la transcripcion de HERP a través de ERSE-

11121, La deficiencia de HERP acelera la apoptosis inducida por el ERE y suprime las reacciones
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inflamatorias inducidas por el estrés del RE. La regulacién negativa de la expresion de CREB3 o
HERP en células IMR5'38, El estrés crdnico del RE, en el que no se puede restaurar la homeostasis
del RE, induce la apoptosis a través de efectores que incluyen CCAAT/CHOP. Este gen codifica a
un miembro de la familia de factores de transcripcién CCAAT/ proteina de unién potenciadora
(C/EBP), también conocido como gen 153 de detencién del crecimiento y dafio del DNA
(Gadd153), es inducido por una variedad de tensiones fisioldgicas y farmacoldgicas, incluidas las
condiciones que alteran el plegamiento de proteinas en el RE. Forma homodimeros vy

heterodimeros transcripcionalmente activos con factores de transcripcién.

La proteina funciona como un inhibidor negativo dominante formando heterodimeros con otros
miembros de C/EBP, alterando su especificidad de unién al DNA, y activando nuevos objetivos
especificos del heterodimero!®®. CHOP es un factor de transcripcién multifuncional en la
respuesta al estrés del reticulo endoplasmico, desempena un papel esencial en la respuesta a una
amplia variedad de estimulos de estrés celular e induce la deteccién del ciclo celular en la fase
G1/S. El promotor de CHOP contiene dos ERSE (ERSE-1y ERSE-2), que responde a los agentesque

activan la via UPR de los mamiferos'4%141.,
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2. ANTECEDENTES.

Al dia de hoy, la funcién del ERE y la UPR en el proceso carcinogénico asociado a la infeccién con
VPH-AR ha sido poco explorada. La expresion de las proteinas E6 y E7 son clave en el
establecimiento de la carcinogénesis viral, dichas oncoproteinas interactian con una plétora de
proteinas celulares, por lo que resultan relevantes los resultados que recientemente se
reportaron?®?. Las células que sobreexpresan secuencias de antigenos de las oncoproteinas E6 y
E7 se dirigen al RE produciendo ERE>L. El mismo grupo de investigacién demostré que el antigeno
E7 de longitud completa, posterior a la transfeccidn, es localizado en el RE e induce ERE®Z,
Mediante ensayos de Western blot reportaron la sobreexpresién de GRP78 en células que fueron
transfectadas con E7. Por otra parte, encontraron que la regulacién positiva de GRP78 resulta
solo en células transfectadas con E7, concluyendo que la induccién de una respuesta de ERE es
limitada y localizada en lugar de sistémica. Mencionan que las construcciones de DNA que ellos

utilizan podrian estar relacionadas con un estrés del RE transitorio.

Se han propuesto varios estimulos de la respuesta de proteinas desplegadas (CREB3), incluido la
infeccién viral'?!. A su vez se ha propuesto que CREB3 es un factor novedoso que juega un papel
en ERAD (Degradacion de proteinas asociadas al RE) siendo un punto de convergencia para varias
vias de sefializacién que se canalizan a través del RE. Asi mismo, la via CREB3, que conduce a la
respuesta de ERE, induce la apoptosis a través de la activacion transcripcional de ARF4 después
del tratamiento con Brefeldin A. También se ha reportado que CREB3 regula numerosos genes
involucrados en regular la proliferacion y en la progresidon del ciclo celular, asi como en la
capacidad de promover la metéstasis, como lo reporta'3® donde identificaron a CREB3 como un
regulador transcripcional de los genes de trafico ER-Golgi: ARF4, COPB1 y USO1. Ellos demuestran
gue a mayor demanda de la capacidad secretora de las células metastasicas, se activa una
respuesta de ERE y una regulacion positiva de los genes ER-Golgi a través de mediadores que

incluyen CREB3.

Eunsoo identificaron que el factor de transcripcion CREB3 desempeia un papel en la expresion

de c-Juny en la la migracion e invasion de células de cdncer uterino a través de la regulacion de
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la transcripcion de MMP-9. Se sabe que el factor de transcripcién CREB3 esta involucrado en la
migracion e invasion de células cancerosas, sin embargo sus funciones bioldgicas en el desarrollo

del cdncer y los genes diana celulares aun se siguen comprendiendo*3.

Los datos indicados anteriormente parecen reunir una serie de eventos que se estarian alterando
dentro de la célula posterior a la infeccidon por VPH. La Figura 15 propone que tras la infeccién
por el Virus del Papiloma humano de AR se genera una posible infeccion persistente vy
subsecuente integracién del genoma viral al genoma celular, las oncoproteinas E6 y E7 se estarian
sobreexpresando de manera prolongada y crénica, como resultado estas oncoproteinas son
reconocidas como una sefial de ERE para encender los mecanismos de la UPR, que talvez
involucren la via CREB3, y asi promover su activacidén proteolitica y traslocacion al nucleo para
poder llevar a cabo su funcidon como factor de transcripcién. Por otra parte, la oncoproteina E6
podria ser capaz de interactuar con CREB3 mediante el reconocimiento de los dos motivos LxxLL
que presenta CREB3. Para el caso de E7, la posible regulacién podria ser de manera
transcripcional. Al recabar los antecedentes antes mencionados, y situarlos bajo un contexto de
infeccidn/integracién viral, podemos sugerir que las oncoproteinas E6 y E7 podrian modular el
ERE mediante la via CREB3, activando posiblemente distintos genes corriente abajo que son
dianas moleculares de CREB3, asociados con procesos como proliferacién, supervivencia,

autofagia, metdstasis, entre otros.
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Figura 15. Antecedentes. Epitopes de E6 y E7 del VPH16 generan ERE, el
cual es detectado por la proteina sensor del RE: CREB3, activando una
respuesta mediante la activacion de diversos genes relacionados con
procesos celulares como lo son proliferacion, autofagia y metastasis.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La prevalencia de cancer asociado al VPH continta siendo un problema de salud publica,
especialmente en paises en vias de desarrollo como México. El mecanismo oncogénico inducido
por este virus involucra la desregulacion de diversos procesos celulares donde E6 y E7 afectan
distintas vias reguladoras celulares y como resultado perturban la homeostasis celular. Sin
embargo, pocos estudios se han enfocado en demostrar la regulacion del ERE en la

carcinogénesisinducida por este virus a través de la activacién de CREB3.
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4. JUSTIFICACION.

El ERE estd asociado a la carcinogénesis sin embargo, aun se desconoce si el VPH, a través de la

regulacidon de elementos de ERE impacta en dicho proceso.

El factor de transcripcion CREB3 estd involucrado en la respuesta al ERE, cuya activacién
sostenida juega un papel crucial en la oncogénesis. Por lo que la comprension de la regulacién de
CREB3, sus activadores y sus efectos en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH podria
brindar informacién sobre el papel del ERE en el cadncer inducido por este virus y en un futuro

proporcionar nuevas opciones para la intervencion terapéutica.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Son las oncoproteinas E6 y E7 del Virus del Papiloma Humano tipo 16 capaces de inducir estrés

del reticulo endoplasmico (ERE) y activar a CREB3? ¢Cual es su aporte al proceso carcinogénico?

6. HIPOTESIS.

Las oncoproteinas E6 y E7 del Virus del Papiloma Humano tipo 16 modulan el estrés del reticulo

endoplasmico (ERE) a través del factor transcripcional CREB3.

7. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de las oncoproteinas del VPH16 sobre el estrés del reticulo endoplasmico

(ERE) y la activaciéon del factor CREB3.

7.1 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de E6 y E7 del VPH16 sobre el estrés del del reticulo endoplasmico
(ERE) a través de los niveles del marcador de ERE: GRP78.

2. Determinar los niveles y localizacion subcelular de CREB3 en presencia de las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH16.

3. Evaluar la activacién de CREB3 por las oncoproteinas del VPH16 mediante los niveles de
HERP y CHOP (genes blanco de CREB3).

4. Determinar la capacidad de las oncoproteinas virales de interactuar con el factor CREB3

in vitro.
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8. METODOLOGIA
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8.2 Maxipreparacion: Aislamiento y purificacion de DNA pldsmidico

Los plasmidos para expresar a la proteina del E6 o E7 de VPH16 fueron obtenidos del banco del
laboratorio y extraidos con el kit Maxi prep PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit®
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) basado en una lisis alcalina modificada, siguiendo las
instrucciones del proveedor, brevemente: una colonia de las placas de seleccién positiva de
transformacion fue resembrada por estria aislada en placas con agar LB con ampicilina y se incubé
toda la noche a 37°C. De este cultivo una colonia aislada se seleccioné e inoculé en 20 mL de LB
con ampicilina en agitacidén constante toda la noche. El cultivo inicial se agregd a 300 mL de LB
estéril con ampicilina incubandolo a 37°C en agitacién constante durante 3 hrs. Las bacterias
fueron centrifugadas a 6,000 g por 10 min a 4°C, el botdén celular se resuspendié en 10mL del
amortiguador de resuspension R3 con RNAsa A, posteriormente se afiadieron 10 mL del
amortiguador de lisis L7, mezclando cuidadosamente por inversidén y se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion se afiadieron 10 mL de amortiguador de
precipitacién (N3) mezclando por inversion. El lisado celular resultante se centrifugd a 12,500 g
por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se vertié en una columna equilibrada con
amortiguador EQ1, permitiendo que la solucion se drenara por gravedad. Se afiadieron 60 mL de
amortiguador de lavado W8 a la columna, cuando todo el fluido se descartd, se afiadieron a la
columna 15 mL del amortiguador de elusién E4, permitiendo un flujo por gravedad en un tubo
estéril. La solucién eluida contiene el DNA purificado que fue precipitado con 10.5 mL de
isopropanol, posteriormente se centrifugd el tubo a 12500 g durante 5 min a 4°C descartando el
sobrenadante. El DNA se lavo una vez con 5 mL de etanol al 70%, descartando el sobrenadante.
El boton de DNA purificado se resuspendié en amortiguador TE. Se determind la concentracion

e indice de pureza y se almacend hasta su uso a -20°C.
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8.3 Lineas celulares

Se emplearon dos lineas celulares:

= lalinea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT, negativa a secuencias de VPH.

= lalinea celular CaSki derivada de cancer cervicouterino, positiva para la presencia de secuencias

virales del VPH 16, tiene aproximadamente 600 copias integradas.

8.4 Cultivo celular

La linea celular HaCaT fue mantenida en medio Eagle de Dulbecco modificado (DMEM)
enriquecido con suero bovino fetal (SFB) al 10% (Anexo 1.4) a 37°C en ambiente himedo con CO;
al 5%. La linea celular CaSki se mantuvo en medio RPMI (Gibco) suplementado al 10% con SFB en
ambiente humedo y COzal 5%. Cuando los cultivos alcanzaron un 85% de confluencia serealizaron
pases celulares de la siguiente manera: se aspiré el sobrenadante del cultivo y se lavocon PBS
para después descartar esta solucién de lavado. Se agregd una cantidad adecuada de tripsina al
0.5% (GIBCO®, 59418C), dejandola actuar durante 5 min hasta lograr el desprendimiento de las
células. Luego se adiciond medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal para neutralizar
la accion de la tripsina. La suspension celular se centrifugd a 1,500 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente, para posteriormente eliminar el sobrenadante (solucion de tripsina). Las
células se resuspendieron cuidadosamente en medio fresco y se emplearon para los ensayos o

bien se continuaron cultivando en medio.

8.5 Pldsmidos
Se usaron dos plasmidos, pcDNA-HPV16E6 y pcDNA-HPV16E7 que expresan a la proteina E6 y
proteina E7 del VPH16 bajo el control del promotor CMV y poseen el tag HA en su extremo amino

terminal. El plasmido pCA se usé como plasmido control al carecer de secuencias codificantes.
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8.6 Transfeccion
Para realizar la transfeccion del material genético a las células en cultivo, se empled el método
quimico de dendrimeros activados en condiciones estériles utilizando el reactivo Polyfectamine

(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para evaluar la expresion de proteinas, se sembraron 380,000 células HaCaT en placas de 60mm,
se incubaron durante 24 horas para permitir adherencia y una confluencia del 70-80%
aproximadamente. Se aspiré el medio y se afiadieron 2mL de medio de cultivo nuevo, tras lo cual
se transfectaron los plasmidos correspondientes: 2500 ng de cada uno de los plasmidos (pCA
como control de transfeccién, pcD-VPH16E6 y pcD-VHP16E7), se incubaron durante 5 min con
medio DEMEM -/- y posteriormente se les agregaron 8ul del reactivo Polyfectamine (Quiagen),
se incubo por 25 min a temperatura ambiente y se agregaron 600 ul de medio DEMEM +/-. La
mezcla final se agregd a las células. Después de 24 h el medio de cultivo fue retirado. Esta técnica
se utilizé inicialmente para transfectar la linea celular HaCaT, de la cual se obtuvieron extractos
proteicos que fueron utilizados para ensayos de Western blot (WB) en la evaluacion de la

expresion de E6y E7.

8.7 Silenciamiento

Las células CaSki fueron transfectadas mediante la técnica de lipofeccién utilizando polifectamine
2000 siguiendo las instrucciones del fabricante, con los RNA de interferencia (siRNAs) para
luciferasa o bien el siRNA dirigido al mensajero bicistrénico E6/E7. Las células fueron incubadas
durante 72 hrs, término al cual se obtuvo un lisado celular empleando buffer laemli, para el
anadlisis de las proteinas mediante inmunoblot utilizando los anticuerpos: Anti- CHOP (1:500)
(Santa Cruz), Anti-CREB3 (1:1000) (Abcam), Anti-GRP78 (1:1000) (Santa Cruz), Anti- HERP (1:500)
(Santa Cruz), Anti- p53 (1:500) (Santa cruz), Anti-a-actinina (1:1000)(Santa Cruz), este ultimo
usado como control de carga, o bien, las células fueron fijadas y procesadas para el analisis de

inmunofluorescencia.

El siRNA contra E6/E7 fue el siguiente: UUA AAU GAC AGC UCA GAG G
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8.8 Ensayos de PullDown

8.8.1 Purificacidon de proteinas de fusidn: La produccién de proteinas de fusién GST-VPH16ES6,

GST-VPH16E7 y GST fue inducida en bacterias E. coli DH5 a que contienen los plasmidos
codificantes para las mismas. Se empled isopropil-B-D-2-tiogalactopiranésido (IPTG) (ImM)como
agente inductor. Posteriormente las bacterias fueron centrifugadas y lisadas empleando PBS/1%
tritdon. La fraccion soluble, que contiene las proteinas de fusidn, se obtuvo mediante

centrifugacién y fue incubada con perlas de glutatién sefarosa (Sigma Aldrich) durante 4 h.
Las perlas fueron lavadas tres veces con PBS/1% tritdon y analizadas mediante corrimiento
electroforético y tincidn con azul de Comassie y asi comprobar la presencia y pureza de la

proteinas.

8.8.2 Ensayo de interaccidn in Vitro:

Se obtuvo un lisado de proteinas solubles de la linea celular HaCaT que contiene a las proteinas
de interés. Cantidades iguales de estos lisados fueron incubados con las proteinas GST- VPH16E®6,
GST-VPH16E7 y GST, 10 % del lisado se utilizé para el input. Como control de interaccion se evalud
la proteina hDIg (SAP97) la cual contiene un diminio PDZ que es reconocido por las proteinas E6
de los VPH de alto riesgo, asi como pRb que es reconocida por la oncoproteina E7. Las muestras
se analizaron mediante inmunoblot, utilizando los anticuerpos: Anti-CREB3 (1:1000), Anti-pRb

(1:500) (Santa Cruz), Anti-SAP97 (1:1000) (Santa Cruz)

8.9 Western blot

Deteccion de los niveles de las proteinas E6, E7, CREB3 y sus blancos moleculares

Se realizaron ensayos de western blot utilizando proteinas totales de las células HaCaT 24 hrs

postransfeccion y Células CaSki 72 hrs después de su silenciamiento.

8.9.1 Extraccion de proteinas:

De la linea celular HaCaT o CaSki transfectadas se obtuvieron extractos proteicos totales, segln

las horas mencionadas anteriormente, se retiré el medio de cultivo y se procedioé a lavar con 2
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mL de PBS estéril. Posteriormente, las cajas con los cultivos se colocaron sobre hielo y se afiadié
directamente a las células 150 pL de buffer de carga, que contiene Tris, SDS y B-Mercaptoetanol,
se raspo6 de 10-15 veces, se liso, pasando el raspado de 10-15 veces por una pipeta de 1000uL ,

se hirvid el lisado resultante y se conservé a -80 °C.

8.9.2 Electroforesis de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE):

Se realizd una electroforesis en medio desnaturalizante con el fin de separar de acuerdo al peso
molecular las proteinas presentes en las muestras. A cada muestra se le adiciond el volumen
necesario de amortiguador de carga con una relacién 1:1 (v:v). Se cargaron 20uL de proteina de
cada muestra en geles poliacrilamida al 12% siguiendo el método de Laemmli, 1970. La
electroforesis se llevd a cabo en un amortiguador de corrida 1x inicialmente a 80 V durante 30
minutos para permitir que las muestras se alinearan y posteriormente a 100 V hasta que el frente

de migracion salié del gel.

8.9.3 Transferencia:

Una vez que la electroforesis se completd, se realizd la transferencia de las proteinas a una
membrana de fluoruro de nitrocelulosa con poros de 0.2um (Bio-Rad®), en una camara X -Cell
(Invitrogen) a 120V durante 1 h 20 min. Para verificar la correcta transferencia de las proteinas,
la membrana se tiflo con una solucién Rojo de Ponceau, el cual se une al extremo amino de las

proteinas. Posteriormente, se lavé la membrana con TBS-T 1X hasta eliminar el colorante.

8.9.4 Bloqueo e incubacidn con el anticuerpo primario y secundario de interés:

La membrana se bloqued durante 1 h a 37°C con leche al 10% en solucién con TBS-T. Al terminar
el bloqueo se realizaron 3 lavados con TBS-T 1X de 10 min cada uno en agitaciéon. La membrana
fue incubada con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4°C, seguido
de tres lavados con TBS-T 1X en agitacidon durante 10min, la membrana fue incubada con el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) durante 1 h 30min a TA,

posteriormente se lavé durante 10min tres veces con TBS-T. Los anticuerpos secundarios fueron
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anti-conejo, anti-ratén (1:10,000) y anti-rata (1:20,000) acoplados a peroxidasa de rabano (HRP),

los cuales se diluyeron en TBS-T 1X.

8.9.5 Revelado de las proteinas:

La deteccién se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia de alta sensibilidad, dénde el
perdoxido de luminol y un activador son sustratos de la peroxidasa acoplada al anticuerpo
secundario, las cuales al reaccionar, produce luminiscencia, permitiendo la deteccién mediante
placas radiograficas, usando el reactivo Chemo Luminiscent (Bio-Rad) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

8.10 Inmunofluorescencia indirecta

Las células CaSki silenciadas o bien las células HaCaT transfectadas fueron cultivadas sobre
cubreobjetos esterilizados. Transcurrido el tiempo de la transfeccion, las células fueron lavadas
con PBS vy fijadas con una solucién al 2% de paraformaldehido (PFA) en PBS durante 10 min a

temperatura ambiente.

Después de 3 lavados con PBS, las células fueron permeabilizadas con una solucion de tritén al
0.1% en PBS durante 10 min a temperatura ambiente, tras lo cual se lavaron nuevamente tres
veces con PBS. Las células fueron incubadas empleando los anticuerpos primarios Anti-CREB3
(1:200)(Abcam), Anti-CHOP (1:100)(Santa Cruz), Anti-HERP(1:100)(Santa Cruz), Anti-p53 (1:50),
Anti-GRP78 (1:100) (Santa Cruz), en una cdmara humeda durante toda la noche a 4°C. Después
de pasar toda la noche, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el respectivo
anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa 488 (verde) o Alexa 555 (rojo), en una
dilucién 1:700 en PBS, en camara humeda por 30 min a 37°C cubierta de la luz. Transcurrido el
tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS. Finalmente, para el montaje de las
inmunofluorescencias, se retird el exceso de agua de los cubreobjetos, se montaron sobre
portaobjetos con una gota de medio de montaje con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, ProLong
® Diamond Antifade Mountant with DAPI, Molecular Probes, P36962). Se guardaron a 4°C

cubiertas de la luz hasta su analisis utilizando el microscopio de epifluorescencia EVOS FL (Thermo
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Fisher Scientific). Las microfotografias fueron capturadas utilizando un objetivo 40X y analizadas

mediante el software ImageJ (NIH).

8.11 Andlisis estadistico

Para la comparacion de resultados se realizaron andlisis estadisticos aplicando la prueba t-
student para determinar la significancia estadistica de las condiciones probadas comparando con
el control. Se realizaron 3 ensayos independientes, los datos se expresan como la media + la

desviacion estandar (x + DE).
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9.RESULTADOS

9.1 E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles de ERE a través del marcador GRP78

Para el establecimiento del modelo de estudio, inicialmente se recuperaron los plasmidos de
expresion de las proteinas de interés, luego de transformar bacterias E. coli DH5a para obtener
los pldsmidos purificados y ser transfectados. Se establecié el modelo de estudio mediante la
expresion de las proteinas E6 del VPH 16 (E6-16 en adelante) y E7 del VPH 16 (E716 en adelante)
en la linea celular HaCaT. Para comprobar la expresién de los pldsmidos transfectados se realiz
un ensayo de inmuno blot. En este trabajo se emplearon proteinas recombinantes de E6 y E7 que
en su extremo amino terminal tienen fusionada la etiqueta HA que permitio detectarlas mediante
un anticuerpo anti-HA comercial, esto debido a la falta de anticuerpos eficientes que puedan
reconocer a E6 y E7 del VPH16. En la figura 17, se observa una banda de aproximadamente 17

kDa, correspondiente a E6 y E7 del VPH16 que indica la eficiente transfeccién de las células.

- T Figura 17. Expresion de los
& 5 9 plasmidos E6 y E7 del VPH16.
8] T T
kDa Se observa la banda de E616 y E716
: alrededor de los 17kDa detectadas
ua | = pr— mediante HA. La sefal de HA se
16-‘ encuentra ausente en las células que

fueron transfectadas con el vectorvacio

(primer carril). Se observa una banda a
— . 100 kDa que corresponde a la a-

actinina usada como control de carga.

Q - actinina | 100 | ~e——— -

WB linea celular HaCat

Una vez comprobada la transfeccidn se procedié a evaluar si las proteinas virales son capaces de
inducir ERE, midiendo los niveles de GRP78, un marcador que se activa cuando hay ERE. Se
encontré que las células que expresan las proteinas E6 y E7 del VPH16 aumentaron los niveles de

ERE en comparacion con el vector vacio (figura 18). De acuerdo con publicaciones recientes, las
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oncoproteinas E6 y E7 del VPH 16 llegan al reticulo endoplasmico, se acumulan y por ende son
capaces de inducir estrés del reticulo endoplasmico, estd induccion de ERE parece ser limitada y
localizada. Los datos aqui obtenidos coinciden con aquellos publicados por Martinez-Puente en
el 2020, quienes reportaron que epitopes de E6 y E7 llegan al RE se acumulan e inducen ERE.
Siguiendo estos resultados, representamos la via CREB3 que tras el estrés de ERE comenzaria su

activacion.

A) B)

pCA
VPH16E6HA
VPH16E7HA

kDa

GRP78 ]| 7.

GRP78/a-act
(veces de cambio)

HA 1168‘ — —

1
a - actinina - ) . .

100-| “— ) Vector vacio VPH16-E6 VPH16-E7
= 1 5.2219 1.6754

GRP78/a-act

Figura 18. E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles del marcador de ERE GRP78.

A) Oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles de ERE a través del marcador
GRP78. Inmunoblot representativo y B) densitometria donde se muestran los niveles de ERE
(78KDa) en células HaCaT transfectadas de manera transitoria, como control de carga se
empleo la proteina a -actinina (100KDa). Los datos se expresan como x + DE. Prueba t-
student ** p <0.005. n=3.

9.2 E6 del VPH16 induce la activacion de CREB3.

Una vez identificado que E6 y E7 son capaces de promover ERE, evaluamos el efecto de las
oncoproteinas sobre CREB3, encontrando que en presencia de E6 VPH16 los niveles de laproteina
CREB3 completa disminuyen, pero existe un incremento en la forma activa de 35kDa reportada

en la literatura como factor de transcripcion (figura 19). A pesar de que pareciera que
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E7 de VPH16 no es capaz de promover la activaciéon de CREB3, se observa una ligera banda en la
forma activa cuando se sobre-expone la seial del inmunoblot. Esto indica que tal vez exista una

activacion de CREB3 por parte de E7 pero a un menor nivel que el realizado por E6.

Figura 19. Oncoproteina E6 del VPH16 activa a la proteina CREB3 en células HaCaT.

Inmunoblot y i), densitometria de los niveles de CREB3 en presencia de las oncoproteinas, ii)
densitometria de los niveles de la activacion de CREB3 por E6VPH16. Como control de carga
se utilizo6 a-actinina (100KDa). Los datos se expresan como x + DE. Prueba t-student * p

<0.05 ** p <0.005. n=3.
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9.3 CREB3 presenta una localizacion nuclear en presencia de E6 de VPH16.

Si bien los niveles de la forma activa de CREB3 se ven incrementados en presencia de E6, nos
propusimos evaluar si estos logran ser traslocados al nucleo, lo cual permitiria evaluar de manera
indirecta su funcién como factor transcripcional. Mediante ensayos de inmunofluorescencia
indirecta se evalud el efecto de las oncoproteinas sobre la localizacién subcelular de CREB3.
Primeramente se encontré que tanto E6 como E7 de VPH16 exhiben una localizacidn
mayoritariamente nuclear (sefal verde). En el caso de CREB3 (sefial roja), se encontrd que existe
una acumulacion nuclear en presencia de E6 de VPH16, mientras que en presencia de E7, se
observa sefial perinuclear, lo cual podria indicar que se acumula en el RE (figura 20), dicho efecto

se aprecia en la ampliacién de la figura 20B.

A) DAP HA 488 CREB3 555 MERGE

B ---
- --
- ---
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B)

Ampliacion de la sefial para el canal de CREB3 (Alexa 555)

Figura 20. Localizacién de CREB3 en presencia de E6y E7 del VPH16 en células HaCaT.

A) Imégenes representativas de microscopia de epifluorescencia, en la linea celular HaCaT
transfectada con los plasmidos que expresan E6HA y E7HA del VPH16 B) Ampliacién del tercer
campo para CREB3 555 donde se sefiala la localizacion nuclear en presencia de E6 en
comparacioén con el plasmido vacio pCA.

9.4 Las proteinas blanco de CREB3 (HERP y CHOP) aumentan en presencia de las oncoproteinas E6
y E7 de VPH16.

Teniendo como base el incremento de CREB3 tanto por E6 como por E7, proseguimos a evaluar
los niveles de las proteinas HERP y CHOP las cuales estan descritas como blancos directo e
indirecto de CREB3, respectivamente. Los niveles de estas proteinas fueron evaluados mediante
western blot, encontrando que las oncoproteinas E6 y E7 aumentan significativamente los niveles

de HERP y CHOP (figura 21)

Adicionalmente se procedié a evaluar la localizacién subcelular de CHOP para corroborar su
activacion, debido a que es un factor de transcripciéon. Mediante inmunofluorescencia indirecta,
encontramos que CHOP presenta mayores niveles y una localizacién tanto nuclear como en el
citoplasma en presencia de E6 VPH16 (figura 22) indicando que CHOP no solo incrementa sus

niveles, sino que podria estar activa al encontrarse en nucleo (figura 22B).
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FIGURA 21. E6 y E7 del VPH16 aumentan los niveles de HERP y CHOP.

A) Inmunoblot representativo de HERP i) densitometria donde se muestran los niveles de HERP
(54KDa) B) Inmunoblot representativo vy ii) densitometria donde se muestran los niveles de CHOP
(40KDa) en células HaCaT transfectadas de manera transitoria, como control de carga se empleo la

proteina a-actinina (L00KDa). Los datos se expresan como x + DE. Prueba t-student * p <0.05 **
p <0.005 n=3.
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FIGURA 22. Localizacién nuclear de CHOP en
presencia de E6. A) Imagenes representativas de
microscopia de epifluorescencia, en la linea
celular HaCaT transfectada con los pldsmidosque
expresan E6HA y E7HA del VPH16 B) Ampliacion
del tercer campo para CHOP 555donde se sefiala
la localizacién nuclear en presencia de E6 en
comparacién con el plasmidovacio pCA.




Via CREB3 en funcion a los resultados obtenidos en la linea celular HaCaT
transfectada con los pldsmidos que expresan E6 y E7 VPH16HA.

Nl]C/eo DD S ’\VI DWNRNONG

‘ LERP

FIGURA 23. Via de CREB3 posterior a la transfeccion de E6 y E7 del VPH16.

La linea gris hace referencia al evento donde la proteina GRP78 estaria acumuldndose en RE en
nuestro modelo de transfeccién transitoria en las células HaCaT con los plasmidos que expresan
VPH16E6HA y VPH16E7HA. La linea roja hace referencia al momento donde la proteina CREB3
reconoce el ERE y es activada por VPH16E6HA segln lo observado en los inmunoblot, por ultimo, se
representa con la linea color azul, el aumento de las proteinas HERP y CHOP que son blancos
moleculares de CREB3.
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9.5 Niveles de CREB3, HERP y CHOP incrementan en ausencia de E6/E7 en la linea celular CaSki
(positiva a VPH16).

Con el fin de validar el efecto observado en la linea celular HaCaT, se procedid a silenciar la
expresion de los oncogenes E6/E7 en la linea celular CaSki que es positiva para VPH16. Se
silenciaron mediante el uso de siRNAs, encontrando que en ausencia de E6/E7 hay una
recuperacion de p53 con lo que se comprueba la efectividad del silenciamiento. De manera
interesante, el abatimiento de E6/E7 provoca una disminucion del estrés del reticulo
endopldsmico, al verse reducidos los niveles de GRP78 (figura 24). Asi mismo, se determiné que
los niveles de CREB3 se incrementan cuando se abate la expresién de E6/E7, indicando que estas

oncoproteinas poseen la capacidad de disminuir a CREB3 en este modelo.

siLUC
siE6/E7

kDa

55- d

GRP78 |7 |  <——

pS3

C B3 55- = e e — (%= CREB3 FL o
RE 35 —  |e=CREB3activo E N
S
—= (Y]
©
]
HERP |55 | e @—o— g *

CHORP | 35- | e S —

pS3 grp78 creb3 creb3 ON HERP CHOP

a - actinina

100-

+ —

linea celular CasKi
FIGURA 24. Modelo de silenciamiento en la linea celular CaSki positiva para VPH16, dénde mediante inmuno blot e

inmunofluosrescencia se evalud los niveles y localizacién de GRP78, CREB3, HERP Y CHOP, utilizando a p53 como control
de la técnica, los niveles de CREB3, HERP y CHOP fueron incrementados en ausencia de E6/E7
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Por otra parte, los resultados obtenidos mediante western blot también fueron evaluados

mediante inmunofluorescencia encontrando que GRP78 disminuye y aumenta los niveles de

CREBS3 al silenciar a E6/E7 (figura 25).

siLUC

siE6/E7

siLUC

siE6/E7

Ampliacion de tercer canal de siE6/E7: CREB3 555 y MERGE.
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FIGURA 25. GRP78 disminuye al
silenciar a E6/E7 y aumenta los

niveles de CREB3

A) Imagenes representativas de
microscopia de epifluorescencia,
en la linea celular CaSki silenciada
con siRNA E6/E7 B) Ampliaciondel
tercer campo para CREB3 555y el
MERGE donde se sefiala la
localizacion en el reticulo
endoplasmico de CREB3.




Respecto a las proteinas blanco de CREB3 (HERP y CHOP), estas mostraron niveles aumentados

cuando silenciamos a E6/E7.

El siguiente esquema representa los dos modelos utilizados. a) Modelo de transfeccién transitora
en la linea celular HaCaT. En este modelo se realizd la transfeccidon con los plasmidos que
expresan a las proteinas E6 y E7, dicha transfeccién no permite que las secuencias de los
oncogenes se integren al DNA celular, por lo tanto podemos inferir que se generd ERE agudo. Por
otra parte, al emplear b) un modelo de silenciamiento en la linea celular CaSki, un carcinoma
epidermoide positivo para VPH, el ERE evaluado resulta de un estimulo crénico. Con base en los
datos obtenidos, inferimos que el silenciamiento de E6/E7 reduce el ERE crénico, el cual podria
estar jugando un papel diferente en la regulacién de la actividad de CREB3, presentando
diferentes niveles en los imnunoblot mostrados, ya que ambos contextos celulares son
diferentes, y por consecuencia alteran de forma diferente los niveles de las proteinas blanco de

CREBS3.

a) Modelo de transfeccion transitoria b) Modelo de silenciamiento E6/E7 en CaSki

ERE agudo

ERE crénico

i)

°o°o°ovooo
o[ 2 9l9 Sale S0
OQdQ’oQ»de
6Q°°ﬂ/pe__
o2 0\° ola) 040
ooq'o°oo 0,00

E6/ETI0

= Integracion
Infeccion 9

Estrés del RE

FIGURA 26. Esquema de los modelos celulares empleados. A) Modelo de transfeccién transitoria
propuesta como un modelo que genera ERE agudo, al ser una transfeccion que no se integra al DNA
celular. b) Modelo de silenciamiento en la linea celular CaSki postiva para VPH16 propuesto como ERE
cronico al ser una linea celular derivada de un carcinoma epidermoide y presentar la regulacion de
oncogenes y regulacion de vias celulares.

58 _II==III=<II:




9.6 CREB3 interactua con la oncoproteina E6 del VPH 16.

Es bien sabido que varios de los efectos de producidos por las oncoproteinas del VPH se basan en
la interaccion con blancos celulares. Con la finalidad de evaluar la potencial interaccion entre
CREB3 y las oncoproteina E6 y E7 de VPH16 se realizaron ensayos de pull down. Como control de
interaccion se evalud la proteina hDIg (SAP97) la cual contiene un dominio PDZ que es reconocido
por las proteinas E6 de los VPH de alto riesgo y para la proteina E7 se utilizé como control de
interaccion a la proteina pRb (figura 27a). Se determind que las proteinas E6 de VPH16AR, son
capaces de interactuar con CREB3 (figura 27b). Se observé que esta interaccion esespecifica para
las protreinas E6 y no para la oncoproteina E7, probablemente debido a la capacidad

deinteractuar con motivos LxxLL por parte de E6.

a) Controles de interaccién para E6y E7 b) CREBS3 interacciona in vitro con VPH16E6
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FIGURA 27. E6 del VPH16 Interacciona con el factor
CREB3 in vitro.

¢) Modelo de interaccion in vitro

Imégenes representativas de la técnica PullDown que se

N - woon) empleo para determinar la interaccion entre las oncoproteinas
S\ ';’ % .}‘ Y ; .-'.;‘ E6 y E7 con CREB3 a) Controles de interaccion: para E6 se
S={ il Wt = i X - il = utilizé hDIlg y para la E7 el control fue pRB.b) La
‘& & Oncoproteina E6VPH16 y CREB3 estan interaccionado de

o/
£ b 5 ¥ d ¥ ] A L manera in vitro en la linea celular HaCaT C) Modelo de
GST GST - interaccion entre E6 del VPH16 y CREBS3, el cuél podemos

sugerir que seria posible mediante el reconocimiento de los
motivos LxxLL que presenta CREB3 en su extremo N-
terminal.
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10. DISCUSION

Diversos estudios muestran que ante el estrés del RE, las células activan una serie de mecanismos
adaptativos como la respuesta de proteinas desplegadas (UPR). Cuando las células sufren estrés
del RE irreversibles, el mecanismo de UPR elimina las células daifadas por apoptosis, lo que indica
la existencia de sensores que integran informacion sobre la duracién y la intensidad de los
estimulos de estrés. Esta informacidén nos hace preguntarnos, équé es lo que sucede cuando el
estrés del reticulo endopldsmico persiste y se vuelve crénico? Y ¢de qué manera las proteinas
sensoras pueden regular la respuesta de RE para atenuar el estrés, y si, élas células pueden
sobrevivir a estos estimulos que se estdn generando de forma constante (crdnica)? Ademas,
¢Qué ocurre si todo esto sucede en un contexto donde en primer instancia hay una infeccion por

el Virus del Papiloma humano? y dicha infeccidn es de los casos que logra persistir.

En este escenario, la UPR integra un marco de senalizacion dindmica para mantener la
homeostasis de los organulos en un entorno de una red dindmica y flexible de eventos de
senalizacién que esta respondiendo a un entorno pro-carcinogénico de la célula hasta llegar al
cancer debido a la infeccion persistente del VPH-AR. En dicho contexto, los tumores prosperan
en condiciones adversas, como hipoxia, falta de nutrientes y estrés oxidativo, ajustando su

capacidad de plegamiento de proteinas a través de las vias de respuesta al estrés del RE.

Es importante hacer énfasis que el estrés del RE dicta el destino de la célula segun el contexto y
la intensidad de la sefial que estd recibiendo!%. La activacién de UPR en diferentes fases de la
progresion del cancer es mucho mas compleja de lo previsto, a este respecto, diversos estudios
muestran que la intensidad y la atenuacién de la UPR determinan los niveles fisioldgicos de estrés
que las células experimentan, en las que la sefializacién de UPR puede perpetuarse por un tiempo
indefinido. En particular, se ha mostrado que diversos virus activan la UPR tras la infeccién, uno
de los mas notables es VHC, que puede generar una infeccién latente o progresar a hepatitis
crénica, cirrocis o carcinoma hepatocelular. Sin embargo, ain no se comprende bien cémo la

infeccion viral persistente conduce a estos destinos alternativos, aunque el proceso se ve
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afectado por el mecanismo de la UPR, un posible factor seria si el VHC y otros virus presentan
mecanismos como secuestrar la UPR para provocar la supervivencia y la adaptacion celular y asi
favorecer el desarrollo de carcinomas!®®44, Evento que seria importante en el caso del cancer

provocado por VPH.

Historia natural del cdncer y CREB3.

De manera interesante, los virus desencadenantes de ERE suelen ser los que tienen efectos
citopatogénicos o de virulencia. Los virus modulan de manera diferencial la UPR en diferentes
etapas de la infeccién, por ejemplo DENV#, la infeccién por DENV temprana induce la
fosforilaciéon de EiF2a mediada por PERK pero después suprime esa via. Se hace referencia a la
infeccion viral, puesto que nuestro primer modelo que utilizamos el cual consiste en la
tranfeccidn transitoria de los plasmidos E6 y E7 de VPH16, estaria siendo analogo a este proceso
de infeccion y ERE agudo, ambos escenarios se ilustran en la figura 28. Por lo tanto, suponemos
que el VPH asi como otros virus oncogénicos podrian desencadenar niveles altos de ERE,
posterior a la tranfeccién en un modelo in vitro, a su vez, también se estaria generando niveles
altos de ERE in situ, posterior a la infeccién. No lo sabemos, pero podemos inferirlo basandonos
en nuestros resultados y la literatura aqui citada. Ya que se ha reportado que durante la etapa
temprana de algunas infecciones virales, solo se induce la protedlisis de ciertas proteinas que
estdn rio abajo de las proteinas sensores de la UPR, (ATF6), a medida que avanza la infeccién por
el virus, las proteinas sensores de la UPR activadas son totalmente abortadas debido a otras
proteinas virales, como por ejemplo VHS e ICP27 que degradan ciertos mRNA celulares?®. Un
mecanismo similar podria ocurrir entre el mMRNA de la proteina CREB3 y las oncoproteinas del
VPH16. Por otro lado, un segundo mecanismo por el cual se regula temporalmente la UPR
(CREB3) esta asociado con la estabilidad de las proteinas virales, por ejemplo herpes virus reprime
la transactivacién mediada por VP16 mediante la interaccion directa HCF-CREB3, en estecaso

particular es para establecer la latencia de la infeccién por HSV4’.

En nuestros resultados sobre CHOP en el modelo de transfeccién (figura 21) se observan niveles

elevados de la proteina en la presencia de E6 y E7, a este respecto podemos sugerir que se debe

61 II>=III=<IIC




porque en el comienzo de la infeccidn, las células inician la apoptosis, lo que puede facilitar la
liberacion de particulas virales de las células huésped48149150 por |o que podemos sugerir que
en el segundo modelo (figura 24) empleando la linea celular CaSki derivada de cancer, los niveles
de CHOP estan disminuidos, recordando que CHOP desencadena la apoptosis al inducir la
transcripcion del receptor de muerte 5 (DR5)'°1. En consecuencia podemos sugerir que VPH podia
estar regulando el mecanismo de apoptosis de forma indirecta a través de CHOP que es un gen

rio abajo de CREB3 con el fin de permitir la supervivencia celular (figura 28).

ERE AGUDO ERE AGUDO
CHOP CHOP

Figura 28. Niveles de ERE en el contexto de infeccién por VPH. En este trabajo sugerimos que el ERE es
diferente segln el evento en el que se encuentre la infeccidn, integracion del virus o en el contexto de
cancer. Imagen modificada de Goodman, A 'y Wilbur, DC en Biorender.
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De manera interesante se ha reportado que la regulacidn a la baja de la transcripcion de CHOP,
puede ser un mecanismo para prevenir la muerte de la células huésped en infecciones
virales®2153, También se ha reportado que las proteinas del virus EBV: EBNA 3A y 3C suprimen la
expresion de la proteinas Bim y Noxa relacionadas con la disminucién de CHOP. Ademas se ha
informado que las proteinas del los virus HCV (NS2, NS5A), SV5 (V, SH), SARS-CoV E y RSV (NS1,
NS2) inhiben la apoptosis a través de mecanismo desconocidos!®*1>3, Esto podria ser un
mecanismo empleado por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH para disminuir la muerte celular
(CHOP) en un contexto carcinogénico como lo es la linea celular CaSki empleada en nuestro
segundo modelo y donde observamos niveles disminuidos de CHOP, a este respecto Galindo y
colaboradores mencionan que la regulacién a la baja de CHOP puede ser un mecanismo para

prevenir la muerte de las células®?.

Posterior a la infeccidn viral, los niveles del ERE deberia ser leve o nulo en especial en aquellos
virus que son carcinogénicos, puesto que para llegar a promover el proceso carcinogénico es
necesaria la infeccidn persistente por varios afios, por lo que a través del tiempo y la permanencia
cronica de la infeccidn, es necesario poder permanecer replicandose sin causar niveles elevados
de ERE, ya que si la célula se encuentra bajo un estrés de ER intenso o sin resolver, durante todo
este periodo de tiempo las células no lograrian recuperar la homeostasis del RE, y en cambio,
iniciarian las cascadas apoptéticas intrinsecas. Hay distintos mecanismos descritos de cémo los
virus regulan el ERE, uno de ellos es que logran modificar el reticulo endopldsmico para crear un
compartimento adecuado para la replicacién, se ha demostrado que DENV, VZV y JEV estimulan
la proliferacion del RE y se ha informado que el VHC altera la estructura del ERE> 156 157 por otro
lado se ha reportado que las proteinas virales que se sintetizan, procesan o se ubican en el RE
tienden a desencadenar el ERE, incluidos PXV TGBp3, pedv (E, N), las glicoproteinas de los virus
(SFV, LCMV, TULV, BVDV, DENV, JEV, VZV, HSV-1 y proteinas transmembrana o ancladas a la
membrana ER HCV (NS4B, E2) y las oncoproteinas nucleares: E6, E7 del VPH16 como nuestros
resultados indican (figura 18) asi como los de Hernandez-puente y cols®>? demostraron, son
capaces de inducir ERE en las células. Por lo tanto, la evidencia indica que una gran cantidad de

virus son capaces de provocar estrés en el RE durante su infeccién (figura 29). Sin embargo,
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nuestra atencién recae en aquellos que presentan un mecanismo donde la infeccidn e integracién
puede llegar a desencadenar eventos pro-carcinogénicos, como lo es VHC, VHB y por supuesto,
el VPH. A este respecto se ha publicado que algunas proteinas virales funcionan como un
pseudosustrato de PERK para secuestrar su actividad, como las proteinas VHC E2*°%, También se
ha reportado que los replicones subgenémicos del VHC y la infeccién por el HCMV suprimen la
via IRE1-XBP1 al inhibir la actividad transcripcional de las XBP1, asi como la induccién
transcripcional de EDEM, para mejorar la sintesis de sus proteinas virales y que la infeccidn sea
persistente, algo similar podria ocurrir con el VPH-AR. Queda por estudiar si los virus modulan la
via RIDD que es mediada por CREB3 para su activacién transcripcional. Las ramas de la UPR son

inhibidas por MHV y HCMV, ya que suprimen la activacién de sus genes objetivos rio

Transfeccion transitoria £6 y E7 Silenciamierlrto E6/E7

Cancer

|
Infeccién temprana Integracioén viral

ERE AGUDO ERE AGUDO ERE CRONICO ERE CRONICO
CHOP/HERP CHOP/ HERP CHOP/HERP CHOP/HERP
CREB3 CREB3 CREB3 CREB3

M Niveles elevados
BNiveles disminuidos

Figura 29. Niveles de ERE en el contexto de integracién viral y cancer. En este trabajo sugerimos que el
ERE es diferente segln el evento en el que se encuentre la infeccién, integracién del virus o en el contexto
de cancer. Imagen modificada de Goodman, A y Wilbur, DC en Biorender

abajo159.160,161,
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Se puede inferir sobre las caracteristicas de los mecanismos mediante el cual los virus y las
proteinas virales que desencadenan el ERE, pueden estar regulando los niveles de distintas
proteinas, lo cual podria ser util para predecir el resultado de la infeccidn por virus y revelar
mecanismo patogénicos subyacentes. Ya que por ejemplo se ha reportado que durante las
infecciones virales algunos virus secuestran el aparato de traduccién del huésped para producir
una gran cantidad de proteinas virales acumuladas en la luz del RE. Algunos utilizan el RE como

sitio de replicacién, como el VHC62,

Los virus de DNA que son capaces de desencadenar ERE (ASFV, EBV, HCMV, VPH) tienden a
proteger a las células infectadas de la apoptosis. Varios tipos de células adaptan la capacidad del
RE para diferentes propdsitos y en consecuencia pueden responder de manera diferente a los
estimulos exdgenos:'®31%4 Esto explicaria porque vemos los niveles de CHOP disminuidos en
nuestro modelo de silenciamiento (figura 24) y por ello sugerimos que el ERE y los niveles de
CHOP, HERP y CREB3 son diferentes segun el evento en el que se encuentre la infeccidn,
integracién del virus o en el contexto de cancer (figura 26). Es interesante fijar nuestra atencién
en estos eventos porque la progresion desde la infeccion hasta la historia natural del cancer

podria permitir el monitoreo de esta enfermedad que es inducida por VPH-AR.

La sobreexpresién de CREB3 sensibiliza a las células para llevar a cabo la apoptosisi®. Los
resultados obtenidos en el modelo de silenciamiento de las células CaSki, indican que existe una
inactivacion de CREB3, ademas de que los niveles de CHOP se ven incrementados cuando se abate
la expresion de las oncoproteinas E6 y E7, por lo que podemos inferir que en esa condiciénno
aumentan los genes proapoptdticos como CHOP, puesto que al ser una linea celular derivadade
cancer, los mecanismos de la UPR promueven la adaptacién en este contexto carcinogénico

prolongado.
Retomando nuestro modelo de silenciamiento de E6/E7 donde observamos niveles de HERP

disminuidos (figura 24) sugerimos que el agotamiento de HERP, podria estar inhibiendo la muerte

celular, al estar regulando la autofagia'®®. Para hacer una conclusién al respecto, seria
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necesario explorar mas a fondo. A detalle esta sugerencia, empleando marcadores de autofagia.
Con los datos obtenidos hasta este punto, podemos inferir que los niveles de CHOP se ven de
igual manera disminuidos en este modelo de silenciamiento de E6/E7 ya que en esta linea celular

que es derivada de céncer, los niveles de muerte celular deberian ser minimos®®’.

Entre los principales eventos que una célula detecta para aumentar los niveles de autofagia se
encuentran el mal plegamiento de proteinas. La activacién de la autofagia es esencial para la
supervivencia celular en condiciones contra diferentes formas de estrés celular, la via autofagica
degrada el RE y atenua el efecto nocivo. A su vez se ha reportado que el agotamiento de HERP
aumenta el flujo autofagico a través de la regulacién positiva de Beclin-1. Por lo que observar
niveles disminuidos de HERP en nuestros resultados, podria postular que existe mayor
supervivencia celular, que esta siendo regulada por la autofagia, y este mecanismo de
supervivencia mediado por CREB3, ya que recordemos que HERP es uno de sus genes blanco
directo. Sin embargo, se necesitan mas estudios para confirmar estas suposiciones, donde
podamos evaluar supervivencia celular, marcadores de muerte celular y marcadores de autofagia
en ausencia de las oncoproteinas virales puesto que la autofagia es necesaria para la

tumorigénesis, asi como para la propagacion de los focos metastasicos'®.

Respecto a la metastasis y CREB3
Se ha identificado a CREB3 como un regulador transcripcional de los genes de trafico ER-Golgi

130 esto es posible a través de la activacién del

promoviendo un fenotipo metastdsico in vitro
factor de transcripciéon CREB3, regulando al alza la expresion de ARF4, COPB1 y USO1. La
expresion de estos genes, regulados por CREB3 impulsan la progresion maligna y metastasis en
un modelo de cdncer de mama. Por otra parte, el factor de transcripcion CREB3 aumenta la
transcripcién de c-Jun al unirse directamente a la regién CRE en el promotor de c-Jun,
conduciendo a la transcripcion de MMP-9 (Matrix metaloproteinada-9), por lo que se puede

inferir que CREB3 juega un papel importante en la progresidn del cancer de cuello uterino a través

de c-Jun/mmp9y ademas estd involucrado en el fenotipo maligno de cancer de prdstata 168120,
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Otros mecanismos asociados a la activacion de CREB3 han sido estudiados, por ejemplo Yizheng
et al'®, identificaron que el RNA circular circTADA2A promueve la progresién y la metdstasis de
osteosarcoma (0S) al regular la expresion de CREB3. Estos resultados proponen a CREB3 como
un objetivo directo de miR-203a y lo consideran un oncogén en osteosarcoma. Estos autores
concluyen que al mejorar la actividad transcripcional de CREB3 se promueve la progresion
metastasica en OS. Otros estudios han validado a CREB3 como factor de transcripcion que
promueve la metdstasis. Esto al unirse a los objetivos posteriores, como el receptor de
guimiocinas CC 1 (CCR1) y la histona desacetilasa 3 (HDAC3), lo que induce a la tumorigénesis. De
acuerdo a estos hallazgos, Gang W y cols'”? confirman que CREB3 se une a la regiéon promotorade
ZFAS1, para activarlo e impulsar la metdastasis del carcinoma de tiroides. Por todo esto, se ilustra

el posible escenario donde CREB3 sea capaz de promover la metastasis (figura 30).

Transfeccion transitoria E6 y E7 Silenciamiento E6/E7 Ensayos Transwell
| 1 l_%
T P L ! !
Infeccién temprana Episomas/replicacién Integracién viral Cancer Metastasis

AN A

- — —_— . 7

ERE AGUDO ERE AGUDO ERE CRONICO ERE CRONICO ‘;ERE' =
CHOP/HERP CHOP/ HERP CHOP/HERP CHOP/HERP ¢CHOP/HERP? P
CRETS CREB3 CREB3 CREB3 ¢CREB3? ..

B Niveles elevados
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Figura 30. ¢Cual seria el papel de E6/E7 en la regulacion de CREB3 para la progresion metastasica?. Un
futuro ensayo para responder esta pregunta seria mediante ensayos Transwell y poder evaluar el siguiente

evento en la progresion carcinogenica que seria la metdstasis. Imagen modificada de Goodman, A y
Wilbur, DC en Biorender
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Potenciales efectos de la interaccion E6/CREBS3.

La estrategia de transformacion celular de los virus oncogénicos como VPH, estd basada en la
capacidad de las oncoproteinas virales para interactuar con diversas proteinas celulares,
destacando los supresores de tumores como p53 y pRb'’!. Las proteinas pueden interactuar
durante un periodo de tiempo para formar parte de un complejo proteinico; o pueden
transportar a otra proteina (por ejemplo, desde el citoplasma al nucleo o viceversa en el caso de
las importinas de los poros nucleares), pueden interactuar brevemente con otra proteina para
modificarla. Las interacciones proteina-proteina son eventos criticos para muchos procesos
celulares que se extienden desde la formacién de estructuras macromoleculares y complejos
enzimaticos, hasta la regulacion y la transduccién de sefiales. Comprender estas interacciones en
detalle, proporciona informacién util sobre el mecanismo molecular del funcionamiento de la
célula. El analisis cristalografico de un VPH16 E6 recombinante unido a un péptido que contiene
el motivo LxxLL (ELTLQELLGEER) muestra que los dos bucles de dedo de zinc de E6 y la region
conectora entre ellos forman un bolsillo profundo, en el que encaja el dominio alfa helicoidal

LxxLL de EGAP.

En el modelo de silenciamiento que empleamos en nuestro estudio, utilizamos a p53 como
control de la técnica, observamos que al realizar silenciamiento de E6/E7, los niveles de p53 se
recuperan, y por ello confirmamos que la técnica fue exitosa. Curiosamente, los niveles de CREB3
parecen estar ausentes y podemos sugerir que la via no esta activa en presencia de E6/E7 (figura
21). De manera interesante encontramos un incremento en los niveles y activacion de CREB3
posterior al silenciamiento de E6/E7, al igual que los genes blanco de este factor. Si bien se
esperaba el efecto contrario, diversos reportes han vinculado a p53 con la via de CREB3. Un

172 este grupo de investigacion encontrd que los niveles de AMPc

ejemplo de ello es Walia M y cols
y la sefializacidn a través de CREB1 son caracteristicos de los osteoblastos con deficiencia de p53.
Reportaron que es esencial la pérdida de p53 para el inicio y establecimiento de osteosarcoma
mediado por: PTHrP->cAMP->CREB1'’? también demostraron que esta via era necesaria para la

supervivencia de los osteoblastos que se volvieron deficientes en p53. Recordemos que la
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estrategia de transformacién celular de los virus como VPH, esta basada en oncoproteinas virales

gue interactian con el producto de dos genes supresores de tumores como p53 y pRb.

Es evidente que los niveles de p53 se encuentran regulados por las oncoproteinas E6/E7 del
VPH16 en nuestros modelos. No lo sabemos, pero podria ser que al disminuir p53 en la linea
celular CaSki, CREB3 no este activo, y posiblemente se este generando un complejo trimérico
similar al complejo trimérico que se forma entre E6, E6GAP (LxxLL) al inicio de la infeccion y
establecimiento del cancer, sin embargo, una vez que el carcinoma esta establecido, CREB3 ya
no esta activo y sus niveles son regulados segun en el punto que se encuentre en el proceso de
la historia natural del cdncer. Para poder determinar si hay una activacion de la via al inicio del
establecimiento del cancer, convendria realizar un mayor nimero de ensayos que nos permita
identificar esta posible respuesta, por otro lado, también se puede explorar mediante
construcciones de vectores que contengan los dominios funcionales y de interés de CREB3 como
por ejemplo los motivos LxxLL, que nos permitan interpretar de mejor manera el posible papel

que tiene CREB3 en la historia natural del cancer.

A la fecha se sabe que E6 es capaz de interactuar con proteinas celulares, en nuestros resultados,
observamos que esta oncoproteina del VPH interactia con CREB3 in vitro mediante ensayos de
PullDown (figura 27). De manera interesante y retomando el modelo de silenciamiento, vemos
activacion de CREB3 y disminucion de p53 en presencia de E6/E7 (siLuc). Lo que ya se ha
reportado es que E6 de los VPHAR disminuyen los niveles de p53, por lo que podriamos sugerir
que la interaccidn vista en nuestros resultados entre CREB3 y E6 estaria contribuyendo a la
disminucién de p53 y de forma indirecta desfavoreciendo la sefializacién y activacién de CREB3
(figura 31). Es importe hacer énfasis, que este escenario seria al inicio del establecimiento del

cancer, y una vez que el proceso carcindgenico ha comenzado puede que ya no sea necesario.
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Figura 31. Modelo de la
interaccién entre el trimero E6,
E6AP, p53 y CREB3, E6, p53.

Al inicio del establecimiento del
cancer este complejo trimérico
puedo ocurrir. Una vez que el
proceso carcinégenico ha
comenzado puede que ya no sea
necesario. Y los niveles vy
activacion de CREB3 cambien
segln el punto especifico de la
historia natural del cancer.

Seguir investigando estas interacciones podria permitirnos entender mejor el proceso

carcinogénico promovido por VPH, ya que posiblemente representen un papel importante en la

malignidad (figura 32).
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Figura 32. Modelo de la interaccion entre el trimero E6, EGAP, p53 y CREB3, E6, p53.

Se describe el alcance de la via CREB3, tomando como ejemplo los datos observados de Waila y cols
(2016), donde reportan que la pérdida de p53 es esencial para la activacion de CREB1, dicha activacion

proporciona la supervivencia y establecimiento del osteosarcoma.
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No se han realizado estudios sistematicos de interactoma para los sensores de estrés UPR, varios
laboratorios han identificado socios de unidon que modulan la actividad de componentes
proximales especificos de UPR. Seria de gran importancia llevar a cabo mas investigacién sobre
el estrés del reticulo endopldsmico y su relacién con los diferentes tipos de cancer en especifico
aquellos que son promovidos por virus oncogénicos. Ya que por ejemplo se ha descrito de
aquellas proteinas virales que inducen UPR y generan un gran impacto en las vias de sefializaciéon
de la apoptosis, como lo son VHC (E1, E2, core). Estos avances son significativos en el desarrollo
de antivirales o vacunas contra estas proteinas, a la fecha se ha estudiado clemizol para HCV,
pero existen otros farmacos candidatos, y potenciales vectores de vacunas para HSV y VPH. Por
otra parte, los estudios epidemioldgicos y de biologia molecular han establecido que el DNA de
los VPH 16 y 18 estan asociados con mas del 90% de los casos de cancer por este virus, sin
embargo, si miramos en retrospectiva el escenario actual, no se ha desarrollado un farmaco que

puede inhibir las oncoproteinas del VPH de AR.

Aun quedan datos por descubrir en el estudio de proteinas virales que desencadenan ERE, ya

gue podrian convertirse en un futuro en objetivos para terapia antiviral especifica.

11. SUMARIO

= E6Yy E7 del VPH16 aumentan los niveles del marcador de ERE: GRP78 en la linea
celular HaCaT.

= Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 activan al factor CREB3 en la linea celular
HaCaT.

= Los niveles de HERP y CHOP aumentan en presencia de E6y E7 en la linea celular
HaCaT.

= Los niveles de HERP y CHOP disminuyen al silenciar de E6/E7 en un contexto
carcinogénico en la linea celular CaSki.

= CREB3interactua con la oncoproteina E6 del VPH16.
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Los resultados obtenidos bajo las condiciones de este proyecto podrian a apuntar a una relacién

interesante entre CREB3 y la historia natural del cancer promovida por VPH.

12. CONCLUSIONES

=  Existe una modulacién de la via de CREB3 por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 que
posiblemente esté asociada al mantenimiento del fenotipo maligno.
= E6yE7delVPH16 en lalinea celular HaCaT aumentan los niveles del marcador de ERE: GRP78.

=  Oncoproteinas E6y E7 del VPH16 en la linea celular HaCaT disminuyen los niveles de CREB3.
= E6del VPH16 activa la via CREB3 en la linea celular HaCaT.

= Los niveles de HERP y CHOP aumentan en presencia de E6 y E7 en la linea celular HaCaT.

= Los niveles de HERP y CHOP disminuyen en la linea celular CaSki.

= CREB3se activa por siE6/E7 en la linea celular CaSki.

= CREB3interactla con la oncoproteina E6 del VPH16.
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13. FUTURAS DIRECCIONES

Determinar el mecanismo por el cudl E6 y E7 regulan los niveles de CREB3.
Caracterizar el comportamiento de CREB3 a lo largo de las diferentes etapas de la
carcinogénesis.
3. Evaluarel posible papel de CREB3 de promover metastasis a través de la regulacion por E6/E7.
4. Evaluar genes blanco de CREB3 relacionados con procesos de supervivencia y metdstasis.
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15. ANEXOS.

Anexo 1: Biliografia (tablas).
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Anexo 2: Soluciones y medios de cultivo.

Medio LB

Bacto-Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 10g

H20 aforara 1L1.2

1.2 Agar LB con Ampicilina

Bacto-Triptona 10g

Extracto de levadura 5¢g

NaCl 10g

Agar bacteriologico 1.5% p/v

Ampicilina 100 ng/mLH20 destilada aforar a 1L

1.3TBS-T 1x
Tris base 2.42 g
NaCl 80 ¢

Tween-20 1.0 %

1.4 Eagle de Dulbecco modificado (DMEM) enriquecido con suero bovino fetal
DMEM-F12(Gibco) 1 sobre

NaHCO3 1.2 g/L

Suero bovino fetal (Gibco) 10% v/v

84 II==III=<Il



Anexo 3: Mapa del vector de expresion de E6 del VPH16 y E7 del VPH16.
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Anexos 4: Resultados presentados en congresos:
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