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2. RESUMEN

La infeccidon por la mayoria de los virus activa una serie de mecanismos de defensa inmunoldgica en las
células, uno de estos mecanismos es la produccién de Interferones de Tipo | cuya sefializacion paracrina
activa la transcripcién de genes inducidos por interferén (ISGs) a través de la via JAK/STAT. Esta via
requiere la formacion de un complejo de transcripcion llamado factor génico inducido por interferéon 3
(ISGF3), formado por STAT1 y STAT2 fosforilados, junto con el factor de transcripcion IRF9. El ISGF3 se
traslada al nucleo para unirse a secuencias de ADN especificas para activar la transcripcion de mas de
300 genes antivirales. A pesar de que la respuesta inmune ante infecciones virales es eficiente, los
virus han desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune antiviral, tal es el caso
del Virus del Papiloma Humano (VPH) el cual es un virus pequefio de ADN causante de alrededor del
5% de los canceres humanos. Estudios previos han demostrado que las oncoproteinas E5, E6 y E7
de los VPH-AR son capaces de modular la sefializacién de la via de los IFNs; sin embargo,
recientemente se ha propuesto que la proteina de expresién temprana E1 de los VPH de alto y bajo
riesgo puede participar en la regulacion de esta via (James D et al., 2020). La principal funcién
atribuida a E1 es la regulacién de la replicacion del DNA viral, ademas es la proteina viral mas conservada
dentro de los diferentes tipos del VPH y la Unica con actividad enzimatica helicasa/ATPasa. Nuestro grupo
de investigacidon demostrd que las proteinas E1 de VPH de alto y bajo riesgo fueron capaces de modular
la expresion de genes asociados con la respuesta inmune antiviral, asi como la disminucién de la
expresién de IFNB1 e IFNAL, en un contexto independiente de VPH en queratinocitos humanos. Lo cual
sugiere que la proteina E1, ademas de ser necesaria en la replicacion del genoma viral, podria estar
implicada en la regulacién de la via de sefializacion de los ISGs. En el presente estudio evaluamos el
efecto de la presencia de las proteinas E1 del VPH-16 y E1 del VPH-11 sobre la regulacion de la via de
sefializacidn de los ISGs, especificamente, sobre los componentes del complejo ISGF3. Se transfectaron
células HaCaT con el vector control pCAy con los plasmidos que expresan E1 de HPV-11 o E1 de HPV-16.
Como control de activacidén de la via de los ISGs, las células se estimularon Poli I:C. Una vez que se
confirmd la expresién de E1 a través del mRNA o proteina, se evaluaron los niveles de transcrito o
proteina de los componentes del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2, p-STAT1, p-STAT2 e IRF9). La proteina
E1 de VPH-16 a diferencia de E1 de VPH-11, disminuyé significativamente los niveles de expresiéon de los
MRNAs y proteinas STAT1, STAT2 e IRF-9, asi como de mRNA de IFNB1 en las células HaCaT
(queratinocitos), en ausencia y presencia de estimulo con Poli I:C. El presente estudio aporta evidencia
de que la proteina E1 de VPH-16 participa en la desregulacién de los componentes clave de la via de los
ISGs, con lo que probablemente podria favorecer el establecimiento de la infeccidn, la persistencia viral

y la inhibicion de la activacion de la respuesta inmune en las primeras etapas de la infeccién.
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3. INTRODUCCION

Los virus del papiloma humano (VPH) son pequefios virus de DNA que causan alrededor del 5% de
todos los cdnceres en humanos, incluidos casi todos los casos de cancer de cuello uterino y una
proporcion significativa de cdnceres anogenitales, de cavidad oral y de orofaringe (Morgan &

McDonald, 2020).

Hasta la fecha, se han identificado mds de 240 genotipos de VPH, los cuales se han clasificado en
VPH de bajo y alto riesgo oncogénico (de Villiers et al., 2004). Los tipos de VPH de bajo riesgo (VPH-
BR) forman verrugas, pero rara vez se encuentran en tumores malignos. Sin embargo, entre
las poblaciones susceptibles, los tipos de bajo riesgo pueden ser refractarios al tratamiento y
mostrar patologias problematicas, incluidas infecciones respiratorias como la papilomatosis
respiratoria recurrente (RRP) y epidermodisplasia verruciforme (EV). En estas situaciones, a veces
la presencia del virus se puede asociar con el desarrollo de cancer (Egawa & Doorbar, 2017). Por su
parte, los VPH de alto riesgo (VPH-AR) como los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68 y 70 se asocian con el desarrollo de diferentes tipos de cancer de la region anogenital,
como el cancer cérvico uterino, vagina, vulva, pene, ano, asi como de cavidad oral y orofaringe,

siendo los tipos de VPH-16 y -18 los mas prevalentes (Doorbar et al., 2015).

La mayoria de las infecciones por VPH son asintomadticas y se resuelven solas en ausencia de
intervenciones médicas. Para ello, la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, asi como barreras
fisicas, juegan un papelimportante en el control de las infecciones tempranas por VPH. Sin embargo,
el VPH ha desarrollado multiples mecanismos para superar las defensas inmunitarias del huésped a
través de la accién de las proteinas que los constituyen, lo que favorece su persistencia en los

gueratinocitos basales y conduce al desarrollo del cancer (Westrich et al., 2017).

Un componente clave de la respuesta inmune innata (RIl) contra la infeccién por VPH, es la via de
sefializacion del Interferdn (IFN) de tipo | (IFN-I) (Platanias, 2005), la cual se activa cuando los
receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patogenos (PRRs), tales como
los TLRs, RLRs y proteinas censoras de DNA citoplasmico, detectan la infeccién viral y activan los
factores de respuesta de IFN (IRFs) que impulsan la expresion de IFN de tipo | (incluidos IFN-a, -B,
entre otros) (Fensterl et al., 2015). Los IFN-I secretados activan a sus receptores especificos (IFNAR1
e IFNAR2) tanto de manera autocrina como paracrinay promueven la fosforilacion de las proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STAT1 y STAT2). Estas junto con el factor

de transcripcién IRF9 conforman al complejo denominado factor génico inducido por IFN (ISGF3) el
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cual se traslada al nucleo para promover la transcripcion de una amplia gama de genes inducidos
por IFN (ISGs) (Gutiérrez-Hoya & Soto-Cruz, 2020). Los productos de estos ISGs ejercen nhumerosas
funciones efectoras antivirales. Entre esos productos se pueden encontrar: componentes de la via
de procesamiento y presentacion de antigenos, factores que limitan intrinsecamente la replicaciéon
viral y los propios IFNs para propagar la respuesta (Fensterl et al., 2015). Por lo tanto, los IFN-I
inducen un estado antiviral intrinseco, tanto en las células infectadas como en las células vecinas

(Wang et al., 2021).

Estudios previos han demostrado que las oncoproteinas E5, E6 y E7 de los VPH-AR son capaces de
modular la sefializacion de la via de los IFNs, sin embargo, recientemente se ha propuesto que la
proteina E1 de los VPH-BR y VPH-AR puede participar en la regulacion de esta via (James D et al.,
2020). Esa proteina esta altamente conservada entre los diferentes tipos de VPH y es la Gnica con
actividad enzimatica, se localiza en fracciones nucleares y citoplasmaticas, y su principal funcion
descrita es su participacion en la replicaciéon del genoma viral dentro de la célula huésped (Bergvall
et al., 2013). En un estudio de Castillo et al. realizado en el 2014, se demostré que al silenciar el
MRNA de E1 VPH-18 en células Hela utilizando siRNAs, genes involucrados en la respuesta inmune
del huésped fueron regulados a la baja, incluyendo algunos ISGs y genes implicados en la regulacién
del ciclo celular y apoptosis, lo cual sugirié que E1 tiene algin papel en la evasién de algunos
mecanismos de respuesta inmune antiviral. Ademas, Castro Mufioz y colaboradores en 2019,
demostraron el papel especifico de la proteina E1 de VPH-16, -18 y -11, en un contexto
independiente del VPH, mediante la transfeccién transitoria de E1 en células HaCaT. Al evaluar el
efecto de la expresién de la proteina E1 en la regulacién de perfiles de expresidon génica celular a
través de RNA-seq, se demostrd que E1 indujo la regulacion a la baja de genes de respuesta inmune,
incluyendo IFNB1 e IFNA1 y algunos ISGs, que son componentes importantes involucrados en la
respuesta inmune innata antiviral. Estos resultados surgieren que E1 participa en la regulacion de la

via de los ISGs durante la respuesta inmune antiviral en las etapas iniciales de la infeccidn.

Tomando en consideracién estos hallazgos, el objetivo del presente estudio fue determinar si los
componentes del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9) son regulados por la proteina E1 de VPH-11
y VPH-16. El conocer la intervencion de las proteinas de VPH de expresién temprana, como E1, en
la regulacién de la respuesta inmune, ayudara a explicar por qué ciertas infecciones desaparecen
mientras que otras se vuelven crénicas o latentes, ademds de impulsar el desarrollo de tratamientos

novedosos para la reactivacién de la inmunidad contra estos virus.
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4. MARCO TEORICO

4.1.Virus del Papiloma Humano

El Virus de Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae. Actualmente se han
identificado mas de 240 tipos distintos de VPH los cuales han evolucionado y gracias a ello han
podido persistir en la poblacion humana (Egawa & Doorbar, 2017). Los VPH se clasifican
filogenéticamente de acuerdo con la homologia de la secuencia de DNA del gen L1 (que codifica la
proteina estructural de la capside L1) en cinco géneros: Alfa, Beta, Gamma, Muy Nu (De Villiers et
al., 2004). Los virus que componen cada género se han adaptado a distintos nichos ecoldgicos
dentro de su huésped. Especificamente, los virus dentro de los géneros Beta, Gamma,
Mu 'y Nu infectan el epitelio cutaneo, mientras que los virus dentro del género Alfa infectan tanto el
epitelio cutaneo como el mucoso. Ademas de este tropismo tisular distinto, los virus dentro de estos

géneros difieren en sus asociaciones con la enfermedad clinica (Doorbar et al., 2015).

Los tipos de VPH del género alfa se clasifican, ademds ,de acuerdo a su potencial oncogénico en VPH
de bajo riesgo (VPH-BR) los cuales se asocian al desarrollo de verrugas genitales, papilomatosis
respiratoria y lesiones cervicales de bajo grado, siendo los VPH-6 y -11 los tipos mds prevalentes
(Egawa & Doorbar, 2017) y en VPH de alto riesgo (VPH-AR) que se han asociado con el desarrollo
de distintos tipos de cancer como el cancer de cérvix, vagina, vulva, pene, ano y cavidad oral,

encontrando a VPH-16 y -18 como los mas prevalentes en estos tipos de cancer (Ma & Yang, 2021).

4.2.Genoma y ciclo replicativo de los VPH

Los VPH son virus relativamente pequefios, sin envoltura, de aproximadamente 55 nm de didmetro.
Poseen un genoma de DNA circular de doble cadena (de aproximadamente 8 kb de tamafio), el cual
esta organizado en tres regiones: la regidon de expresion temprana (E), la cual contiene los marcos
de lectura abiertos (ORFs) de los genes E1, E2, E1"E4, E8AE2, E5, E6 y E7, necesarios para regular
replicacion viral y la regulacién transcripcional durante las diferentes etapas del ciclo replicativo del
virus; una region de expresion tardia (L) que codifica para las proteinas estructurales de la capside
(L1y L2); y unaregion larga de control (LCR) no codificante que contiene sitios de unién para factores
de transcripcién celular, asi como para la unién de las proteinas virales E1 y E2 que controlan la

replicacion viral y la expresion génica (Doorbar et al., 2015).
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La transcripcion del genoma viral ocurre en tres fases (temprana, intermedia y tardia) y esta
intimamente ligada al programa de diferenciacion epitelial del huésped. La transcripcidn génica viral
temprana se inicia a partir del promotor temprano (PE) en queratinocitos basales indiferenciados y
termina en el sitio de poliadenilacién temprana (pAE) En las células suprabasales, la transcripcion
intermedia se inicia desde el promotor tardio (PL) y termina en el sitio de poliadenilacidon temprano
(pAE) (Graham, 2017).Esto da como resultado un aumento de los niveles de las proteinas de
replicacion E1 y E2 necesarias para la replicacion del ADN viral durante la fase inicial y la fase
intermedia (Della Fera et al., 2021). Finalmente, la transcripcion viral tardia se inicia desde
el promotor tardio (PL) y termina en el sitio de poliadenilacién tardia (pAL), lo que resulta en la

expresion de las proteinas estructurales de la capside L1y L2 (Figura 1) (Graham, 2017).

Una de las principales diferencias que marcan los tipos de VPH de bajo riesgo (VPH-BR) de los de
alto riesgo (VPH-AR) se centra en las distintas interacciones de las proteinas virales E6 y E7 con
proteinas celulares (Egawa & Doorbar, 2017; Roman & Munger, 2013). Por ejemplo, una amplia
gama de actividades bioldgicas y bioquimicas importantes estdn asociadas con las proteinas E6 y
E7 de VPH-AR, incluida la modulacién de las funciones de la proteina PDZ involucradas en la
comunicacién célula-célula (Vande Pol & Klingelhutz, 2013). Ademas, en lugar de unirse a

la ubiquitina ligasa E6AP, que es necesaria para la degradacién de p53, las proteinas Beta HPV E6

reconocen un motivo similar pero sutilmente diferente en la proteina MAML, la cual es un
componente de la via de sefalizacién de Notch. La pérdida progresiva de p53 mediada por E6 y la
activacion de hTERT, acompafiadas de un grado comparable de inhibicion de pRb mediada por E7,
subyace a muchas de las propiedades oncogénicas y de transformaciéon del VPH-AR. Una
consecuencia importante de esto se refleja en la escasa capacidad de los tipos de VPH de bajo riesgo

para impulsar la neoplasia y la progresion del cancer (Tummers & Burg, 2015).

Por otra parte, la regulacion de la expresion de los genes E6y E7 se regula de manera muy diferente
entre los tipos del VPH, por ejemplo; AR-VPH regula las proporciones E6/E7 mediante corte y
empalme diferencial, llamado también splicing alternativo; mientras que los tipos de BR-VPH como
el VPH-11, si bien sufren splicing alternativo en distintas regiones del genoma viral, el splicing no
ocurre en los genes E6y E7 y usan promotores separados para controlar la expresidon de estos genes

(Egawa & Doorbar, 2017).
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Figura 1. Mapa del genoma del VPH: Representacion esquematica de un genoma de Alphapapillomavirus. Las flechas
en color verde, violeta y azul representan los marcos de lectura abiertos para los genes virales tempranos, genes virales
tempranos accesorio y genes virales tardios, respectivamente. La regidén reguladora no codificante (LCR) que se muestra
en gris contiene elementos reguladores que incluyen el origen de la replicacion (ori) que contiene sitios de unidn para las
proteinas de replicaciéon E1y E2 (indicadas por un cuadrado verde y circulos, respectivamente). Se indican los promotores
temprano (PE), tardio (PL) y E8 (PE8), y los sitios de poliadenilacion temprano (pAE) y tardio (pAL) (Modificado de Della
Fera et al., 2021).

4.3.Proteina E1 del VPH

La proteina E1 estd codificada dentro de la regidn de expresién temprana por el marco de lectura
abierto (ORF) mas grande y conservado del genoma del VPH, ademas, estd localizada en fracciones
nucleares y citoplasmaticas y es la Unica proteina del VPH con actividad enzimatica (Bergvall et al.,

2013).

La proteina varia en tamafo de 600 a 650 aminoacidos, segln el tipo de VPH. Esta proteina se puede
dividir en tres segmentos funcionales: una regién reguladora N-terminal que es esencial para una
replicacion éptima in vivo pero prescindible in vitro (Morin et al., 2011), un dominio de union al
origen central (conocido como dominio de unién al DNA viral, DBD) que reconoce sitios especificos
en el Ori (Auster & Joshua-Tor, 2004), y un dominio enzimatico C-terminal suficiente para
autoensamblarse en hexameros que muestran actividad ATPasa y son capaces de desenrollar diplex

de DNA cortos (Figura 2) (Enemark & Joshua-Tor, 2006). El DBD y el dominio de helicasa C-terminal
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(HD) son suficientes para la replicacion de DNA viral dependiente de Ori in vitro y forman el nucleo

del motor molecular que impulsa la replicacion de DNA viral (Amin et al., 2000).

La principal funcién atribuida a la proteina E1 esta asociada a la replicacién del DNA viral. E1 es una
proteina iniciadora clasica y, como tal, desempena varias funciones en la iniciacion y catalisis de la
sintesis del DNA viral. La replicacion del genoma viral depende de la capacidad de E1 para
interactuar con varias proteinas celulares de lamaquinaria de replicacion de la célula huésped como
la a-DNA polimerasa, las proteinas de replicacion A (RPA), las topoisomerasas | y Il, el antigeno

celular de proliferacion nuclear (PCNA) y el factor de replicacién C (RFC) (Bergvall et al., 2013).

En la Figura 2, se esquematiza el proceso mediante el cual se forma la horquilla de replicacion del
DNA del VPH, el cual comienza cuando la helicasa E1 rodea la plantilla de ssDNA para la sintesis de
DNA de cadena principal, bombeando la plantilla de ssDNA a través del complejo E1 desde el lado
E1-DBD hacia el lado E1 HD. La interaccion de la topoisomerasa | (Topo ) (en rosa) con DBD ayuda
tanto en la union/especificidad del Ori de E1 como en los objetivos de Topo | al dsDNA entrante,
donde su accidn es necesaria para la progresion de la horquilla de replicacion. La interaccion de la
RPA (en azul) con el DBD esta involucrada en la carga de RPA en la plantilla de ssDNA de la hebra
rezagada recién abierta por la accidn de la helicasa E1. La interaccion de la HD con la polimerasa a-
primasa (Pol a-prim) (en amarillo) puede estimular la sintesis de cebadores. Como cada cebador
corto de RNA-DNA es sintetizado por Pol a-prim, el RFC (en naranja), en coordinacién con RPA, evita
la re-asociacion de Pol a-primy carga PCNA (en verde) y DNA polimerasa 6 (en verde) en el extremo
3" del DNA empotrado, ensamblando un complejo polimerasa de DNA procesivo. Las diversas
interacciones de E1 con Topo I, RPA y Pol a-prim, asi como las interacciones entre los propios
factores celulares, se coordinan fisica y temporalmente de una manera secuencial altamente
organizada necesaria para el ensamblaje y la funcidn de la horquilla de replicacién (Bergvall et al.,

2013).

Recientemente se ha demostrado que la proteina E1 también puede interactuar con otros
elementos celulares que regulan algunos procesos epigenéticos, como la histona H1y la Inil1 / hSNF5
que es una subunidad del complejo remodelador de cromatina SWI/ SNF (Bergvall et al., 2013). Por
lo que, debido a esta capacidad de E1 para interactuar con diversas proteinas de la célula huésped,
se sugirié que esta proteina también podria regular otros procesos celulares en el genoma del

huésped, como la expresidn génica.
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Figura 2. Papel de la proteina E1 del VPH en la replicacion del DNA viral. A) Esquema representativo del dominio
estructural de la proteina E1. La regidn reguladora N-terminal se muestra en violeta claro, mientras que los dominios
necesarios para la replicacion del DNA viral in vitro estan coloreados en violeta intenso. El diagrama muestra las
ubicaciones de la sefal de localizacidon nuclear bipartita (NLS), el dominio de unidn al origen de replicacién (DBD), el
dominio de oligomerizacién minima (O), el dominio de unién a ATP AAA+ y la llave C-terminal. Las Ultimas tres regiones
comprenden el dominio helicasa (HD), como se indica. B) Modelo propuesto para la horquilla de replicacion del DNA del
virus del papiloma. La proteina E1 (en purpura) se muestra orientada con su dominio de unién de origen N-terminal (DBD)
mirando hacia el dsDNA desenrollado. Para simplificar, solo se muestra uno de los dos hexdmeros (Bergvall et al., 2013).

4.4. Historia natural de la infeccion por VPH

La infecciéon por el VPH es una enfermedad de transmisién sexual frecuente en la poblacidon
sexualmente activa en todo el mundo. La infeccidn por los diversos tipos de VPH da lugar a un
espectro de manifestaciones clinicas y subclinicas, que van desde una infeccién asintomatica hasta
verrugas benignas o papilomas en la piel y los genitales (Coldn-Lépez et al., 2012). Si bien, muchos
VPH pueden considerarse comensales y parte del microbiota del tejido sano, la infeccién persistente
a largo plazo por VPH-AR aumenta el riesgo de progresion oncogénica y puede conducir a un cadncer

invasivo (Schiffman et al., 2016).
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Utilizando como ejemplo al curso habitual de la infeccidon cervical por VPH, este consiste en la
adquisicion inicial, la persistencia de la infeccion y, con menor frecuencia, la progresion neoplasica
(Figura 3) (Doorbar & Griffin, 2019). La infeccién natural por VPH rara vez persiste por mdas de 12 a
18 meses, por lo que, mas del 90 % de las infecciones detectables se resuelven en etapas tempranas
debido al sistema inmunitario, el cual elimina las infecciones y de esta manera las neoplasias pueden
retroceder. Sin embargo, en un 10% de los casos puede ocurrir una persistencia de las infecciones,
principalmente en aquellas infectadas por VPH-AR, conduciendo la progresién hacia la aparicion de
lesiones cervicales de bajo y alto grado, a estas ultimas se les conoce también como lesiones pre-
cancerosas. Finalmente, se estima que una pequefa fraccion de lesiones cervicales de alto grado

(menos del 1%), evolucionara hacia un carcinoma invasivo (Maglennon et al., 2011).

A pesar de que las respuestas inmunitarias innatas suelen ser capaces de eliminar infecciones
incidentes en etapas iniciales, la propensiéon a la regresién de una lesién de VPH establecida
depende de una respuesta sélida mediada por células (Schiffman et al., 2016). Por lo que, la
infeccion persistente por VPH ocurre en aquellas personas que no pueden generar las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas apropiadas (Della Fera et al., 2021) y, a su vez, debido a que los
VPH han desarrollado multiples mecanismos para suprimir la respuesta inmune innata (James et

al., 2020).

Persistencia y
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precancerosas ancer
—
NORMAL VPH :

Regresién
Respuesta Eliminacion de T T
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Figura 3. Historia natural de la infeccién por el Virus del Papiloma Humano oncogénico. Modelo que muestra la
progresidn de la infeccidon por VPH a cancer invasivo. El sistema inmunitario innato contribuye al reconocimiento y la
eliminacion de las infecciones por VPH en etapas iniciales de la infeccion. Las células persistentemente infectadas pueden
retroceder, pero con el tiempo pueden progresar a cancer invasivo (Tomado y modificado de: Schiffman et al., 2016;
Moody & Laimonis, 2010).

4.5.El papel de la repuesta inmune innata en el inicio de la repuesta antiviral

La inmunidad innata es una forma de inmunidad semi especifica y ampliamente distribuida que
representa la primera linea de defensa contra los patégenos (Kim & Ewbank, 2018). Este tipo de

inmunidad es fundamental para mantener la homeostasis y prevenir la invasién de
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microorganismos, eliminando una gran variedad de patégenos y contribuyendo con la activacion de
la respuesta inmune adaptativa. Los componentes de la inmunidad innata incluyen barreras fisicas
y quimicas, componentes humorales y mediados por células, que estan presentes en todos los

vertebrados con mandibula (Riera Romo et al., 2016).

La inmunidad innata mediada por células, abarca practicamente todos los tejidos e involucra células
tanto de origen hematopoyético como no hematopoyético (Kaur & Secord, 2021). Las células de
origen hematopoyético que participan en la inmunidad innata son macréfagos, mastocitos,
neutrdéfilos, eosindfilos, células dendriticas y células asesinas naturales. Estas células portan
receptores de reconocimiento codificados por la linea germinal (PRRs), se activan durante una
respuesta inflamatoria y se diferencian en células efectoras de vida corta para eliminar la infeccion

(Newton & Dixit, 2012).

El sistema de respuesta inmunitaria innata utiliza 3 estrategias primarias de reconocimiento ante
patégenos. La primera estrategia es la activacidon de los receptores codificados en la linea germinal
del sistema inmune innato, que son capaces de reconocer polisacaridos complejos, glicolipidos,
lipoproteinas, nucleétidos y acidos nucleicos provenientes de patdgenos, también conocidos como
receptores de reconocimiento de patrones asociados a patdégenos (PRRs) (Kim & Ewbank, 2018).
Estos incluyen los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores tipo NOD, los receptores de lectina tipo
C, los receptores tipo RIG-1 (RLRs) y los receptores tipo AIM2. Los TLRs y los receptores de lectina de
tipo Cse encuentran en la superficie celular o en los compartimentos de endocitosis. Los receptores
similares a RIG-I, los receptores similares al dominio de oligomerizacion de nucledtidos (NLR) y los
receptores similares a AIM2 estan ubicados en el citoplasma y sensan los patégenos intracelulares

(lwasaki & Medzhitov, 2015).

Por otra parte, la segunda estrategia incluye a los componentes no hematopoyéticos o barreras
fisicas como la piel y las células epiteliales que recubren los tractos gastrointestinal, genitourinario
y respiratorio (Riera Romo et al., 2016). Estas defensas celulares se complementan ademas con la
tercera estrategia, conformada por componentes humorales. Las secreciones mucosas y el plasma
de todos los vertebrados estan enriquecidos con proteinas circulantes con actividad antimicrobiana,
gue incluyen proteinas del complemento, proteina C reactiva, proteina de unién a lipopolisacéridos

(LPS), otras pentraxinas, colectinas, péptidos antimicrobianos y citocinas (Kim & Ewbank, 2018).

Las citocinas son proteinas que median la comunicacién entre las células y son esenciales para la

respuesta inmune (Sokol & Luster, 2015). Estos factores solubles son uno de los elementos mas
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conservados de la inmunidad innata de los vertebrados. Las citocinas se subdividen en diferentes
clases segun sus regiones de codificacion gendmica, receptores diana, vias de sefializacidon asociadas
y funciones bioldgicas; estas clases incluyen interferones (IFNs), interleucinas (ILs), factores de
necrosis tumoral (TNFs) y factores de crecimiento transformante (TGFs) (O'Shea et al., 2002).
Finalmente, la capacidad de un huésped para frenar una infeccién viral depende en gran medida de
la eficacia de una respuesta inmunitaria innata antiviral inicial, lo que da como resultado la
regulacion positiva del interferdn (IFN) regulada por los factores reguladores de Interferdn (IRFs) y,

posteriormente, los genes estimulados por IFN (ISG) (Jefferies, 2019).

4.6.Los IRFs como reguladores de la expresion de Interferén

Los factores reguladores de Interferon (IRFs) son una familia de factores de transcripcion que
regulan muchos aspectos de las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, incluida la activacion
de respuestas antivirales, la respuesta a patdgenos para impulsar respuestas proinflamatorias y la
regulacion de la diferenciacidon de células inmunitarias (Tamura et al,, 2008). Compuestos por 9
miembros de la familia, los IRFs comparten una homologia significativa dentro de su dominio de
union a ADN (DBD) N-terminal de ~120 aminodcidos que forma un motivo hélice-bucle-hélice que
reconoce secuencias de ADN especificas similares al elemento de respuesta estimulado por
interferdn (ISRE) (Jefferies, 2019). El dominio C terminal es mas diverso entre los miembros de la
familia y confiere su funcién Unica mediante la regulacién de su capacidad para interactuar entre si
y con proteinas fuera de la familia IRF (Yanai et al., 2012). En general, el dominio C terminal de cada
miembro de IRFs contiene una secuencia de exportacidn nuclear, una secuencia autoinhibidora y un
dominio de asociacion de IRFs que para la mayoria de los miembros de la familia contiene residuos
de serina que se fosforilan para regular la actividad. Los miembros de la familia IRF pueden

homodimerizarse y heterodimerizarse (Tamura et al., 2008).

Se ha demostrado que IRF3, IRF5, IRF7 e IRF8 son reguladores positivos de la induccién del gen de
Interferén tipo | en la sefalizacién rio bajo de los receptores de reconocimiento de patrones
(Jefferies, 2019). Si bien IRF1 fue el primer IRF que se identific6 como inductor de IFN de tipo |,
analisis posteriores sugirieron que IRF1 no era esencial para lainduccién de IFN en respuesta a virus
citosdlicos (Miyamoto et al., 1988). IRF3 e IRF7, los dos miembros de la familia con mayor homologia

estructural, ahora se sabe que son los principales mediadores de la induccidn de IFN, actuando rio
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abajo de los receptores de ARN y ADN citosélicos y los TLR (TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9) (Wu & Chen,
2014). IRF3 se expresa de manera ubicua, mientras que IRF7 se expresa solo en niveles muy bajos,
excepto en las células dendriticas plasmocitoides (pDC), donde es relativamente abundante
(Fitzgerald et al., 2003). Sin embargo, la expresion de IRF7 es inducida por IFN de tipo |, lo que da
como resultado un bucle de retroalimentacidon que impulsa al méximo la expresién de IFN de tipo |
(Jefferies, 2019). IRF3 se activa por fosforilacion (por las quinasas TBK1 e IKKe), promoviendo la
dimerizacion, la translocacién nuclear, la asociacién con el coactivador CREB-binding protein (CBP)
y la unién a la secuencia candnica del elemento de respuesta al interferdn (ISRE) en el promotor de
IFN-B e IFN-a (Qin et al., 2003). De manera similar, IRF7 es activado por TBK1/IKKe rio abajo de los
sensores de ARN/ADN citosdlicos y las vias dependientes de TRIF (Fitzgerald et al., 2003). Aqui, IRF7
puede homodimerizarse o heterodimerizarse con IRF3 para inducir la expresion de IFN-a/p
(Takahasi et al., 2003). Junto con IRF3 e IRF7, IRF5 es otro miembro importante de la familia
involucrada en impulsar la produccién de IFN. De hecho, un haplotipo de riesgo de IRF5 esta
asociado con SLE y da como resultado una mayor produccion de IFN tipo | (Jefferies, 2019). Por lo
cual, la actividad coordinada de IRF3, 5y 7 rio abajo de los diversos PRR determina el grado de
induccién de IFN tipo | y el patrén de citocinas inducidas (Jefferies, 2019). En cuanto a qué IRF se
activa en una situacién dada, depende tanto de la sefal de inicio como del tipo de célula
involucrada. Por ejemplo, en células infectadas con el virus de Newcastle (NDV), el heterodimero
IRF5/IRF7 tiene un efecto inhibitorio sobre el promotor IFNA1, mientras que IRF3 e IRF5 activan de
manera cooperativa este promotor (Cheng et al., 2006). Ademas, la sobreexpresién de IRF5 o IRF7
da como resultado la expresiéon de un conjunto diferente de subtipos de IFN-a, donde las células
gue sobreexpresan IRF5 impulsan principalmente la expresidon de IFN-a8, mientras que las células
gue sobreexpresan IRF7 producen principalmente IFN-al (Barnes et al., 2001). También se ha
informado un papel para IRF8 en la estabilizacién de la maquinaria de transcripcion basal en los
promotores de IFN tipo | para mejorar la expresiéon de IFN en células dendriticas (DC) y monocitos

(Tailor et al., 2008).
Por lo tanto, existe la posibilidad de que los diferentes niveles de expresion de los miembros de la

familia IRF en diferentes entornos de infeccidon y enfermedad determinen el nivel y el subtipo de IFN

de tipo | que se produce (Jefferies, 2019).
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4.7.Interferones en la respuesta antiviral

Los interferones (IFNs) son citocinas que actian sobre las células para impartir resistencia a la
replicacion del virus. En general, la infeccion por virus desencadena la sintesis y secrecién
transitorias de IFN para promover la proteccion de las células aun no infectadas. Los IFNs inducen
la transcripcion de cientos de genes inducidos por IFN (ISGs), cuyos productos proteicos inhiben una
variedad de pasos de la replicacién del virus (Schneider et al., 2014). Las proteinas ISG especificas
son particularmente eficaces contra familias especificas de virus, y la proteccidon dptima se logra
mediante la inhibicién de multiples niveles de la replicacion del virus por parte de diferentes

proteinas ISG (Fensterl et al., 2015).

Los virus han desarrollado muchos mecanismos para evadir las acciones antivirales de los IFNs al
bloquear su sintesis y sus acciones. Por tanto, in vivo, el sistema del IFN es el principal mediador del
mantenimiento de la homeostasis del virus-huésped (Versteeg & Garcia-Sastre, 2010). Ademas de
sus efectos antivirales, los IFN afectan otras propiedades funcionales de las células, especialmente
del sistema inmunitario (Platanias L., 2005). Por ejemplo, los IFN tipo | ejercen un efecto complejo
sobre la diferenciacion de células T CD4+, inhiben el desarrollo de células Th2 por la disminucién de
la expresién del factor de transcripcion GATA3 y suprimen la diferenciacién de células Th17 en

ratones y seres humanos (Gonzalez-Navajas et al., 2012).

La clasificacion de los IFNs se basa en los receptores de la superficie celular a los que se unen para
activar las vias de sefializacidn intracelular. Los IFNs tipo |, Il y Il se distinguen por sus distintos
complejos de receptores de IFN (Figura 4) (Fensterl et al., 2015). Los IFNs de tipo | (IFN-I) emiten
sefiales a través del receptor heterodimérico IFN-a/B (IFNAR), que consta de IFNAR1 e IFNAR2; los
IFNs de tipo | comprenden mas de 10 subtipos de IFN-a, denominados IFN-a1, -a2, etc.; IFN-B, -k, -
w, -g; y limitina. Los IFNs de tipo Il (IFN-II) se unen al receptor tetramérico de IFN-y (IFNGR), que
consta de dos subunidades, cada una de IFNGR1 e IFNGR2; EI IFN-y es el Unico IFN-II conocido. Los
IFN de tipo lll (IFN-III), que comprenden IFN-A1, -A2, -A3 y -A4, desencadenan el receptor de IFN-A
(IFNLR), un heterodimero de IFNLR1 e IL10RB (de Weerd & Nguyen, 2012).

Las respuestas biolégicas a los tres tipos de IFN se superponen en algunos aspectos, como su
capacidad para inhibir la replicacion del virus en las células infectadas, pero muchos efectos de la
sefalizacion de IFN-I, -1l y -1l son distintos, especialmente in vivo. Estas diferencias se basan en gran

medida en dos propiedades (Figura 4). En primer lugar, la expresién de un IFN o su receptor afin es
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especifica del tipo de célula o del tejido; no todos los IFN y todos los receptores son producidos por
todas las células (Fensterl et al., 2015). En segundo lugar, diferentes tipos de IFN activan diferentes
factores de transcripcidn para inducir diferentes grupos de I1SGs (Der et al., 1998). Estos grandes
conjuntos de genes solo se superponen parcialmente entre IFNAR, IFNLR e IFNGR. Los receptores
IFNAR e IFNLR, aunque no estan relacionados, usan la misma via de sefializacién intracelular para
activar el complejo denominado factor génico inducido por interferon 3 (ISGF3), que se une a la
region de respuesta estimulada por IFN (ISRE) y, por lo tanto, inducen conjuntos similares de genes
(Doyle et al., 2006). EI IFNGR, por su parte, activa el factor de transcripcion activado por gamma
(GAF), que induce diferentes genes. Segun el tipo de célula, la sefializacidon de IFNAR desencadena
la activacidn de factores de transcripcion adicionales, lo que conduce a una mayor diferenciacién de

las respuestas de IFN a través de la induccidon diferencial de ISGs especificos (Platanias, 2005).
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Figura 4. Principales diferencias entre los sistemas IFN tipo I, Il y lll. Cada tipo de IFN actua a través de su propio receptor
de superficie celular afin. Las cinasas JAK1, TYK2 y JAK2 fosforilan las proteinas STAT y desencadenan su actividad
transcripcional. Los tres sistemas de sefializacién se distinguen por su expresion especifica de tipo celular de IFN o su
receptor (azul), asi como por los diferentes factores de transcripcion que activan (rojo). Abreviaturas: APC, célula
presentadora de antigeno; GAS, sitio gamma activado; IFN, interferdn; I1SG, gen estimulado por interferdn; ISRE, elemento
de respuesta estimulado por IFN; NK, asesino natural; NKT, asesino natural T; pDC, célula dendritica plasmacitoide
(Tomado y modificado de: Fensterl et al., 2015).
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4.8.Via del Interferén Tipo | y de genes inducidos por Interferdn (I1SGs)

Una vez que el IFN-I es secretado de manera autocrina y paracrina, se desencadena la via de
sefializacion de los I1SGs que sefializa a través de la via JAK/STAT (Fensterl et al., 2015). Los IFN-I
(tales como IFNa y B) sefalizan a través de un complejo de receptor heterodimérico que comprende
de IFNAR1 e IFNAR2 (Borden et al., 2005). Después de la unidon del IFN-I con su receptor, los factores
de transcripcion STAT1y STAT2 se fosforilan por las cinasas asociadas al receptor, como JAK1y TYK2
(Abbas et al., 2015), dentro de esta via STAT1y STAT2 son mediadores criticos de la sefializacion del
interferon (Fink & Grandvaux, 2013). Tras su fosforilacion forman heterodimeros que a su vez
reclutan al factor regulador de interferén-9 (IRF9) para formar al complejo ISGF3. El complejo ISGF3
se transloca al nucleo para unirse a ISRE, ubicada en regiones promotoras de mas de 300 genes
antivirales (ISGs) para inducir su expresion (Lazear et al., 2019). Finalmente, los productos de estos
ISGs ejercen numerosas funciones efectoras antivirales, los cuales incluyen: componentes de la via
de procesamiento y presentacion de antigenos, factores que limitan intrinsecamente la replicaciéon

viral y los propios IFNs para propagar la respuesta (Fensterl et al., 2015).

4.9. Mecanismos de regulacion de la via de los ISGs

Dado que el surgimiento de la inmunidad celular auténoma es una carrera entre la replicacién del
patdgeno y los mecanismos restrictivos del huésped, la velocidad es un atributo crucial de la
respuesta celular al IFN. Para ello, la expresién génica antimicrobiana debe cambiar rapidamente
entre el estado de reposo y la transcripcion en estado activo (Gutiérrez-Hoya & Soto-Cruz, 2020).
Por lo tanto, existe una regulacion tanto positiva como negativa de la sefializacion mediada por IFN-
| y puede ocurrir en multiples niveles; ya sea dentro de las vias de transduccién de sefales por
internalizacion del receptor en endosomas después de la union de IFN, lo que reduce
temporalmente la capacidad de respuesta de la célula al IFN (Cheon et al., 2013), o mediante la
regulacion de la activacion de las cinasas JAK o de la fosforilacion de las proteinas STAT, activando
vias de sefalizacién independientes de la via JAK/STAT, a través de la regulacion de elementos
promotores de los ISGs mediante los IRFs y mediante la expresion de proteinas supresoras de la

sefializacion de citocinas (SOCS) (Stanifer et al., 2019).

Ademas de los mecanismos previamente mencionados, estudios recientes respaldan el concepto de

que las células producen permanentemente una pequeiia cantidad de IFN-I que estimula una sefial
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tdnica baja del receptor de IFN-I. Se demostré que esto genera una respuesta transcripcional de
referencia de ISGs (Michalska et al., 2018). El aumento de la transcripcion de ISGs por un estimulo
de IFN desde los niveles basales hasta los inducidos, se ha comparado con la aceleracidon de un motor
en marcha. En este sentido, segin el paradigma general, la fosforilacion de STAT1 y STAT2 en
respuesta a IFN-I muestra un cardcter robusto y transitorio. A esto le sigue un patrén de expresidn

ISGs similar que disminuye con el tiempo (Cheon et al., 2013).

En base a esto, una gran variedad de estudios ha demostrado que el factor IRF1 participa en la
regulacidon de la expresidon de ISGs en respuesta a IFN-1 al unirse directamente al elemento sensible
a ISRE o IRF. Ademas, se estd acumulando evidencia de un papel dependiente e independiente de
IFN-1 sobre los heterodimeros de STAT1-STAT2 no fosforilados (U-STAT1 y U-STAT2), con o sin IRF9,
en la expresién de ISGs tanto basal como a largo plazo. Esta respuesta sostenida se basa en la
expresion prolongada de los componentes STAT1, STAT2 e IRF9, asi como del complejo ISGF3 como
parte de un ciclo de retroalimentacidn positiva posterior al estimulo del receptor por IFN-I, por lo
tanto, lafosforilacion de estos complejos o factores de transcripcién inducird a una mayor respuesta

antiviral (Figura 5) (Platanitis et al., 2019).
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Figura 5. Modelo del cambio molecular del reposo a la expresion génica inducida por IFN-l. En condiciones
homeostaticas, una sefal tonica del receptor de IFN-I activa pequeias cantidades de U-ISGF3, que aumenta la expresiéon
basal de los genes que codifican las subunidades STAT1, STAT2 e IRF9, componentes de ISGF3. Esto provoca la formacién
constitutiva de los complejos U-STAT1 e U-STAT2, U-STAT2 e IRF9 o U-ISGF3 presentes tanto en el nlcleo como en
citoplasma. Ademas, la expresidn basal de una gran fraccidn ISGs es estimulada por complejos U-STAT2-IRF9 que aparecen
en el nucleo sin un requisito de sefializacién. Por otra parte, la sefializacion por el receptor de IFN-1 al unirse con su ligando,
provoca la formaciéon de heterodimeros STAT1-STAT2 fosforilados en tirosina que se translocan al nicleo y forman al
complejo ISGF3 fosforilado, el cual al asociarse a ISRE induce la expresidon de una mayor cantidad de I1SGs, ademas de
aumentar la fosforilacidon de estos complejos para una respuesta mas sostenida (Tomado y modificado de: Platanitis et al.,
2019; Fensterl et al., 2015).

4.10. La respuesta inmune innata contra la infeccion por el Virus del
Papiloma Humano desencadena la produccion de Interferones de Tipo |

Posterior a la infeccidn por el VPH en los queratinocitos basales, éstos son capaces de controlar el
proceso infeccioso por mecanismos de la respuesta inmune innata (Hebner & Laimins, 2006). En
este contexto, un componente clave contra la infeccién viral es la via de sefalizacion del IFN-1y en
consecuencia la expresién de ISGs, los cuales inhiben a diferentes niveles la replicacion viral,
ayudando al control del proceso infeccioso (Platanias, 2005). Los queratinocitos expresan

receptores que son codificados por la linea germinal del sistema inmune innato conocidos como
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receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los TLRs lo cuales reconocen fragmentos de

acidos nucleicos virales (Hong & Laimins, 2017).

Ante la entrada del VPH a la célula, se sabe que diferentes sensores de ADN citoplasmatico; como
el receptor tipo Toll9 (TLR-9) y la proteina GMP-AMP sintasa ciclica (cGAS) principalmente, son
capaces de reconocer al virus y desencadenar la via del IFN-I (Motwani et al., 2019). Los receptores
activados se unen a proteinas adaptadoras especificas para cada receptor como MyD88y la proteina
estimuladora de genes de interferéon (STING) respectivamente, posteriormente las proteinas
adaptadoras reclutan a las cinasas (TBK1) y la cinasa IkB (IKK) que fosforilan al factor regulador de
interferdn 3 (IRF3) y el inhibidor de NF-kB IkBa, respectivamente. Finalmente, estos factores de
transcripcién se translocan al nucleo y estimulan la transcripcion de genes antivirales, promoviendo
la expresion de IFNs, principalmente del tipo | y estos a su vez, son liberados para propagar la
respuesta y activas la via de los ISGs (Fensterl et al., 2015). Por lo tanto, los IFN-I inducen un estado
antiviral intrinseco, tanto en las células infectadas como en las células vecinas (Figura 6) (James et

al., 2020).
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Figura 6. La respuesta inmune innata desencadenada por el Virus del Papiloma Humano induce la producciéon de
Interferén de Tipo | y la activacion de la via de los ISGs. Posterior a la infeccién del VPH en los queratinocitos, las células
controlan el proceso infeccioso gracias a que expresan receptores codificados por la linea germinal del sistema inmune
innato como TLRs y proteinas censoras de DNA citoplasmatico como cGAS, los cuales desencadenardn una cascada de
sefalizacion que finalmente inducird la expresion y liberacidon de IFN-I. Una vez que el IFN es secretado de manera
autocrina y paracrina, se une a receptores especificos de IFN-I presentes en células adyacentes desencadenando la
activacion de la via de sefializacion de los ISGs, cuya principal sefializacion es a través de la via JAK/STAT (Tomado y
modificado de: Fensterl et al., 2015).

5. ANTECEDENTES

5.1. Alteracidon de la via del Interferén Tipo | y de genes inducidos por Interferon
por virus oncogénicos

A pesar de que la respuesta inmune ante infecciones virales es eficiente, los virus han desarrollado
diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune antiviral, como la inhibicidn de la expresién
y secrecion de IFN, de receptores de IFN y de componentes la via de los ISGs (Fensterl et al., 2015).
Tal es el caso de algunos virus oncogénicos, por ejemplo, el virus de la Hepatitis C, donde se

demostré que la proteina Core altera la via de Jak-STAT al inducir la degradacion de STAT1
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dependiente del proteosoma (Lin et al., 2005). Por su parte, también se ha demostrado que el virus
del sarcoma de Kaposi a través de la proteina LANA-1 interfiere con la formacidon del complejo
promotor de IFNB compitiendo con la fijacion de IRF-3 evitando su dimerizacidon y posterior
translocacion al nucleo (Cloutier & Flamand, 2010). Asi como la proteina Zta del virus del Epstein
Barr, la cual activa a la proteina SOCS3 suprimiendo la secrecién 6ptima de IFNa por los monocitos

humanos (Michaud et al., 2010).

Por otra parte, estudios previos han demostrado que el VPH puede modular la sefializacion de STAT1
y STAT2 mediante la interaccién con proteinas como E5, E6 y E7 (Morgan et al., 2020; Westrich &
Joseph et al., 2017). Por ejemplo, se ha demostrado que E7 del VPH-16 inhibe la expresion de IFNB
a través de la interaccion de E7 con IRF-1 y del reclutamiento de la desacetilasa de histona 1
(HDAC1), favoreciendo la represidn transcripcional (Park et al., 2000). E7 del VPH-16 se une a IRF9,
bloqueando la formacién del complejo ISGF3 (Barnard & McMillan., 1999). Por su parte, E6 del VPH-
16 puede interactuar con IRF-3 e inhibir su capacidad de transactivacién a través de la interaccidn
con el residuo Gal4 de IRF-3 (Ronco et al., 1998), ademds E6 del VPH-18 interactia con TYK2
resultando en una fosforilacion alterada de IFNAR1 en la tirosina466 y, secuencialmente, en la
inhibicion de las fosforilaciones de STAT1 y STAT2 (Li S et al., 1999). A su vez, la sobreexpresion E6y
E7 del VPH-16 en células de queratinocitos inmortalizados con telomerasa (N/Tert-1) reprimieron la
expresion de algunos I1SGs como IFNk e IFIT1 (James et al,, 2020). Como consecuencia de estas y
otras interacciones las oncoproteinas del VPH desregulan a componentes claves de la via de IFN-I y
de 1SGs favoreciendo el establecimiento de la infeccidén y la persistencia viral (Chang & Laimins,

2000).

5.2.Regulacion de la via de Interferon y de genes inducidos por Interferén por
la proteina E1 del VPH

Recientemente se ha propuesto que la proteina de expresién temprana E1, de los VPH-BR y VPH-
AR, también puede jugar un papel importante en la mitigacién de la capacidad del huésped para

defenderse contra la infeccion viral (Castro-Muiioz et al., 2019).

En un estudio realizado por Castillo y colaboradores en 2014, se reportaron cambios en la expresion
génica producidos después del silenciamiento de la expresién de E1 del VPH-18 en células Hela. En

particular 4 conjuntos de genes fueron desregulados, principalmente los que estan involucrados en
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mecanismos de defensa contra infecciones virales, tales como genes de sefializacion de TLR, genes
relacionados con la sefializacidn del IFN, sefalizacién de apoptosis, asi como un conjunto de ISGs,
indicando que, ademas de su conocido papel en la replicacidn viral, la proteina E1 también puede

alterar la via de los IFNs en diferentes niveles.

De manera interesante, un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo demostré que la
presencia de la proteina E1 del VPH tipo -16, -18 y -11 en células HaCaT, desreguld genes asociados
a procesos de respuesta inmune antiviral, entre ellos IRF9, STAT2 y algunos ISGs. De manera
interesante, los niveles de mRNA de IFNB1 e IFNA1 disminuyeron en presencia E1, incluso después
de la estimulacién con Poli I:C el cual simula una infeccién viral, lo que cual nos indica que la
regulacion a labaja de estos interferones inducida por las proteinas E1 a nivel transcripcional, podria
tener un impacto durante un desafio de infeccidon por el VPH en queratinocitos inmortalizados.
Ademas, la infeccidon con cada uno de los tres tipos virales disminuyeron la expresidon de algunos
ISGs tales como IFIT2, CCL5 (RANTES), y RSAD2 (Viperin) (Castro-Mufioz et al., 2019) estos resultados
sugieren que las proteinas E1 del VPH-BR y VPH-AR participan en la evasion de la respuesta inmune
innata durante las etapas tempranas de infeccidon, conduciendo de esta manera hacia la
persistencia; sin embargo, los mecanismos por los cuales las proteinas E1 modulan este proceso aun

son desconocidos.

6. JUSTIFICACION

Los virus han desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune antiviral, como la
inhibicion de la expresion y produccién de IFNs y de componentes de la via de los ISGs. Se ha
demostrado que la proteina E1 de los VPH de bajo y alto riesgo disminuyen la expresion de IFNB1,
IFNA1 y de algunos ISGs (RANTES, Viperin, IFIT2). Sin embargo, los mecanismos por los cuales las
proteinas E1 modulan este proceso aun son desconocidos. Por lo que, en este estudio, resulta de
interés determinar si la proteina E1 de VPH-11 y VPH-16 regula la expresién y activacién de los
componentes del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9) de la via de los ISGs, lo cual ayudaria a
comprender los mecanismos utilizados por la proteina E1 para favorecer la evasién de la via de los
ISGs en la respuesta inmune innata antiviral y de esta manera contribuir en el establecimiento de

la infeccion en etapas iniciales de la infeccién.
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7. HIPOTESIS

Las proteinas E1 del VPH-11 y VPH-16 disminuyen la expresién de los componentes de la via de
sefializacion de los ISGs (STAT1-STAT2 e IRF9), inhibiendo la expresion de genes inducidos por

interferdn.

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la expresion de las proteinas E1 del VPH-11 y VPH-16 sobre la expresion y

funcion de los componentes del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9) en la linea celular HaCaT.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar la expresion de E1 del VPH-11 y -16 en la linea celular HaCaT 24h post-

transfeccion en células estimuladas y no estimuladas con Polil: C.

2) Evaluar el efecto de E1 del VPH-11y -16 sobre los niveles de transcrito de los componentes
del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9) en células estimuladas y no estimuladas con Poli
I: C.

3) Determinar el efecto de E1 del VPH-11 y -16 sobre los niveles de proteina y el estado de
fosforilacién de los componentes del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9) en células

estimuladas y no estimuladas con Poli I: C.

4) Evaluar el efecto de E1 del VPH-11 y -16 sobre los niveles de trascrito de IFNB1 en células

estimuladas y no estimuladas con Poli I: C.

10. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Como modelo se utilizd a la linea celular HaCaT que corresponde a queratinocitos humanos
inmortalizados negativos a la presencia del virus del VPH. Se realizaron transfecciones transitorias
utilizando plasmidos que codifican para la proteina E1 del VPH-11 0 E1 del VPH-16 marcadas con un

tag de HA para su deteccidn y como control de transfeccién se utilizé el plasmido vacio pCA. Para
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evaluar el efecto de E1 sobre la regulacion de los componentes del complejo ISGF3, estas células
fueron cultivadas bajo las siguientes condiciones: Sin estimulo de Poli I:C o con estimulo de Poli I:C
utilizando la concentracion final de 0.02ug/ul. Previamente se selecciond esta concentracidn
mediante una curva, debido a que fue en esta concentracién que se detectd una activacion de la via
y aumento en los niveles de los componentes del complejo y, a su vez, se comenzé a detectar el

efecto de la proteina E1 sobre los componentes del complejo.

Después de 24h de la transfeccidon y/o estimulo se procedid a la extraccion de RNA y proteina para
corroborar la expresion de E1 mediante RT-PCR y Western Blot (WB), respectivamente. Para evaluar
la expresion de los componentes del factor ISFG3 (STAT1, STAT2 e IRF9) se realizaron ensayos de

gPCRy para evaluar niveles proteicos y de fosforilacidn se realizaron ensayos de Western blot (WB).

11. MATERIAL Y METODOS

11.1. Cultivo celular

Se empled la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT, negativa a la presencia
del VPH. La linea celular HaCaT fue mantenida en medio Eagle de Dulbecco modificado F12 (DMEM-

F12) enriquecido con suero bovino fetal al 10% a 37°C en ambiente himedo y CO2 al 5%.

11.2. Plasmidos

Se usaron dos plasmidos para expresar la proteina E1 de los VPH-11y 16 y un plasmido vacio como
control de transfeccién. El plasmido pMHPV11 E1HA que expresa la proteina E1 de VPH 11 (VPH-
BR) y el plasmido pMHPV16 E1HA que expresa la proteina E1 del VPH16 (VPH-AR), los cuales
contienen un Flag de hemaglutinina (HA), ambos plasmidos fueron donados amablemente por el
Dr. Mart Ustayv, Institute of Molecular and Cell Biology, Institute of Technology, University of Tartu,
Estonia (Anexo 1). El plasmido pCA se usé como plasmido control al carecer de secuencias

codificantes de E1.
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11.3. Transformacion bacteriana

11.3.1. Generacion de bacterias competentes
Para amplificar los plasmidos estos fueron clonados en bacterias competentes de la cepa DH5a
de Escherichia coli, para ello se realizé el método de CaCl,. Brevemente, se utilizaron 50mL de medio
Luria Berth (LB) para cultivar las bacterias hasta alcanzar una DO 600=0.4, estas se incubaron en
hielo durante 15 min, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm / 4°C por 10 min. El botén celular
se re suspendid en una solucién fria de CaCl,-Tris pH 7.5 y se incubd 30 min en hielo, las bacterias
se centrifugaron nuevamente a 2500 rpm / 4°C / 10 min para finalmente re suspender el botén

celular en 3.3 mL del mismo buffer.

11.3.2. Transformacion
Se colocaron tubos en hielo a los cuales se les agregaron por separado 100 ng de cada plasmido.
Posteriormente a cada tubo se le afiadieron 200pL de las bacterias competentes y se incubaron por
30 min en hielo. Tras la incubacidn, los tubos con las bacterias se incubaron a 42°C por 2 min y
nuevamente se colocaron en hielo por 5 min para generar un choque térmico. A continuacién, se
afiadieron 800uL de LB estéril a los tubos y se incubaron por 1h a 37°C en agitacion constante a 300
rom. Al finalizar el tiempo de incubacidn, alicuotas de las bacterias se sembraron por separado
mediante estria masiva en placas LB suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina como medio de

seleccion y se incubaron a 37°C durante toda la noche para la obtencién de colonias transformantes.

11.3.3. Aislamiento y purificacion de DNA de plasmidos de expresion
Los diferentes plasmidos fueron aislados y purificados utilizando el kit PureLink™ Hi Pure Plasmid
Filter Maxiprep Kit® (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se selecciond una colonia de las placas de seleccidn positiva de transformacién para
ser inoculada en agar LB con ampicilina mediante la técnica de estria aislada. Las placas fueron
incubadas a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se seleccioné una colonia aislada de cada
cultivo para ser inoculada en 5mL de LB con ampicilina en agitacién constante durante 6-8h. El
cultivo inicial se diluyé en 300mL de LB estéril y nuevamente se incubd a 37°C en agitacidén constante
toda la noche. Al dia siguiente, las bacterias fueron centrifugadas a 6000xg durante 10 min a 4°C, el

botén celular se re suspendié en 10mL del buffer de re suspensidon R3 con RNasa A, posteriormente
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se afadieron 10mL del buffer de lisis L7, mezclando cuidadosamente por inversién y se incubé por
5 min a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacién, se afiadieron 10mL de buffer de
precipitacion (N3) mezclando por inversion. El lisado celular resultante se centrifugd a 12500xg
durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se vertié cuidadosamente en una
columna previamente equilibrada con buffer EQ1, permitiendo que la solucién se drenara por
gravedad. A continuacion, se afiadieron 60mL de buffer de lavado W8 a la columna, cuando todo el
fluido se descartd, se afiadieron a la columna 15mL del buffer de elusién E4, permitiendo un flujo
por gravedad en un tubo estéril. La solucion eluida contenia el DNA purificado que fue precipitado
con 10.5mLde isopropanol y se centrifugd a 12500xg por 5 min a 4°C descartando el sobrenadante.
El DNA se lavd una vez con 5mL de etanol al 70%, descartando el sobrenadante. El boton de DNA
purificado se re suspendio en buffer TE y se determind la concentracién e indice de pureza mediante
el equipo NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™). Los pldsmidos fueron almacenados a -20°C.
Finalmente, los plasmidos fueron secuenciados y alineados con la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment sequence Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=bl

asthome) verificando su identidad.

11.3.4. Transfeccion
Para transferir el material genético a las células HaCaT en cultivo, se empleé el método quimico de
dendrimeros activados utilizando el reactivo Polyfectamine (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante en condiciones de esterilidad. Se sembraron 350,000 células HaCaT en placas de 60mm
y se incubaron durante 24h para permitir la adherencia y una confluencia del 70 al 80%.
Posteriormente, se aspird el medio y se afiadié 1mL de medio de cultivo nuevo, tras lo cual se
transfectaron los plasmidos correspondientes. Previamente en tubos eppendorf se realizd la
formacién de los dendrimeros activados que contenian los pldsmidos correspondientes, para ello se
afadieron 100uL de medio OPTIMEM sin suero y en seguida se afiadieron 4.5ug del plasmido pCA
como control de transfeccion, 4.5ug del pldsmido pMHPV11 E1HA y 4.5ug pMHPV16 E1HA,
respetivamente por cada 700 000 células. Para estimular la activacién de la via de los ISGs, se
trataron los cultivos respectivos utilizando el reactivo acido poliinosinico-policitidilico (Poli 1:C)
(Merck) el cual es un analogo sintético de RNA viral de doble cadena e induce a la produccién de
IFNB1 a través de la activacion del receptor 3 tipo Toll (TLR3), imitando la entrada de un acido

nucléico de origen viral a la célula. Para ello, en tubos eppendorf se afadieron las mismas cantidades
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de los plasmidos correspondientes y 10ul de una dilucién previa de Poli I:C en medio OPTIMEM sin
suero, para una concentracion final de 0.02 ug/ul por cada 700 000 células. Todas las mezclas se
incubaron durante 5 min y posteriormente se les afladié 8ul del reactivo Polyfectamine (Qiagen,
Hilden Alemania) y se re suspendié lentamente. Las mezclas se incubaron por 35 min a temperatura
ambiente, finalizado este tiempo, se les agregd 800 ul de medio DMEMF-12 con suero fetal
bovino al 10%. Posteriormente, las mezclas finales se agregaron sobre la monocapa celulary se
incubaron durante 24h a 37°C en ambiente humedo y CO2 al 5%. Transcurrido este tiempo, el medio

de cultivo fue retirado y las células transfectadas se usaron para realizar los diferentes ensayos

11.4. Obtencion de RNA y sintesis de cDNA

Células HaCaT fueron sembradas en placas de 60mm por triplicado, posteriormente las células

fueron transfectadas con las diferentes condiciones siguiendo el protocolo previamente
mencionado. Después de 24h post-transfeccidn, se obtuvo el RNA total de cada condicidn utilizando
el RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las especificaciones del fabricante. E| RNA
obtenido se re suspendid en 30ulL de H,0 libre de RNasas, posteriormente fue tratado para asegurar
la eliminacion del DNA con el kit DNAse Free DNA removal kit (Thermo Fisher Scientific, Wlatham,
MA USA). Se utilizaron 500ng de RNA para la reverso-transcripcion (RT) utilizando el Kit High-
Capacity RNA-to-cDNA (ThermoFisher Scientific). La expresién de E1 de los diferentes tipos de VPH

fue verificado mediante PCR punto final utilizando primers especificos enlistados en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados para amplificar los genes E1 de VPH-11, -16 y a los

componentes del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9).

Gene Forward 5’ Reverse 3’ Fragmento (bp)
E1VPH-11 GTGTACAGGATGGTTTATGG | TGTCATCAATAAAGTCCACC 150

E1VPH-16 GGTTACAACCATTAGCAGAT | ACCAATGGTCTATGCTTTAC 200

18s AACCCGTTGAACCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG | 140

IFNB1 GCCAAGGAGTACAGTCACTG | TGAAGCAATTGTCCAGTCCC 100

STAT1 GAGGGTCCTCTCATCGTTACT | AGGTCGTCTCGAGGTCAATTA | 94

STAT2 CAGGCTCATTGTGGTCTCTAA | GCCCTAGTTCCAGCTCTAATG | 101

IRF9 CTGAGCCCTACAAGGTGTATC | GAACTGTGCTGTCGCTTTG 94
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11.5. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)

Las células HaCaT fueron transfectadas con los plasmidos que expresan a E1 del VPH de cada tipo
viral, asi como con el pladsmido pCA en presencia o ausencia de estimulo con 0.02ug Poli I:C. A
continuacién, 500ug de RNA de cada condicion fue reverso-transcrito, utilizando el Kit High-Capacity
RNA-to-cDNA (ThermoFisher Scientific). Se evalud la expresiéon de los genes IFNB1, STAT1, STAT2 e
IRF9 mediante qPCR utilizando primers especificos para cada gen, los cuales se enlistan en la tabla
1. Como control de expresidon constitutiva se utilizo el gen 18S. Los resultados fueron presentados

como una cuantificacion relativa utilizando el método de AACt (Schmittgen y Livak, 2008).

11.6. Western Blot

Para detectar los niveles de proteina de E1 del VPH-11y -16, asi como los niveles proteicos de los
componentes del complejo ISGF3, se realizaron ensayos de Western Blot utilizando proteinas

totales obtenidas de las células HaCaT 24h post-transfeccion.

11.6.1. Extraccion de proteinas
De las células HaCaT transfectadas se obtuvieron extractos proteicos totales a las 24h post-
transfeccion de los cultivos con las diferentes condiciones, para lo cual se les retiré el medio de
cultivo y se lavaron tres veces con 2mL de PBS estéril. Posteriormente, las cajas con los cultivos se
colocaron sobre hielo y se afiadieron 100uL del buffer RIPA con inhibidores de fosfatasas. Las células
fueron recolectadas utilizando un gendarme. El raspado se paso de 10-15 veces con una jeringa de

1mL, el lisado resultante se conservo a -80°C.

11.6.2. Electroforesis en geles 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. Previamente se realizdé una cuantificaciéon de
proteina total a las muestras, utilizando el método de acido bicinconinico. A cada muestra se le
adiciond el volumen necesario de buffer de carga (Laemmli Sample Buffer, Bio Rad) con una relaciéon
1:1 (v: v), a continuacién, se colocaron en un bafio de agua en ebullicion durante 15 minutos. Las
muestras fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 8% y 10 %. La electroforesis se llevd a cabo

usando buffer de corrida 1X a 80 V hasta que el frente de migracion salié del gel.
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11.6.3. 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 0.2 um (Bio-Rad®) en una cdmara con buffer
de transferencia 1X a 100V durante 2h en frio. Para corroborar la transferencia de proteinas, la
membrana se tifd con una solucién de Rojo Ponceau, el cual se une al extremo amino de las
proteinas, posteriormente la membrana se lavé con solucidon salina-Tris y Tween (TBS-T)1X hasta

eliminar el colorante.

11.6.4. Bloqueo de membrana e incubacion de anticuerpos primarios y secundarios
La membrana se bloqued con una solucidén de BSA al 7.5 % en TBS-T 1X durante 1h a 37°C en
agitacion. Al finalizar el bloqueo se realizé 1 lavado de 5 minutos con TBS-T 1X. Posteriormente, la
membrana fue incubada con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche a
4°C en agitacién. Des pues de la incubacién, se realizaron tres lavados con TBS-T 1X en agitacion
durante 10 min. Finalmente, la membrana fue incubada con anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados de 10 min

cada uno con TBS-T 1X.

11.6.5. Anticuerpos
Los anticuerpos primarios empleados fueron: anti-HA (1:1000, Cell Signaling), anti-STAT1 (1:1000,
BD Bioscience), anti-Phospho-Statl (Tyr701) (1:1000, Cell Signaling), anti-STAT2 (1:5000, Abcam),
anti-Phospho-STAT2 (Tyr689) (1:500, Merk Millipore), anti- IRF-9 (1:1500, Cell Signaling), los cuales
fueron diluidos en TBS-T 1X con BSA al 2.5%. Como control de carga se emplearon los anticuerpos
anti- Alpha-Actinina (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, USA) y anti-GAPDH (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, USA). Los anticuerpos secundarios empleados en este trabajo fueron anti-rabbit y
anti-mouse (1:10000, Santa Cruz Biotechnology, USA), acoplados a peroxidasa de rdbano (HRP), los

cuales se diluyeron en TBS-T 1X.

11.6.6. Revelado de la presencia de proteinas
La deteccidn de las proteinas se llevd a cabo mediante quimioluminiscencia de alta sensibilidad, en

este método el peréxido del luminol y un activador son sustratos de la peroxidasa acoplada al
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anticuerpo secundario las cuales reaccionan y producen luminiscencia permitiendo la deteccidn

mediante placas radiograficas usando el reactivo ECL (Amersham).

11.7. Analisis Estadistico

Los datos que muestran los efectos de E1 VPH-11 y -16 fueron comparados contra el control pCA
de los diferentes ensayos, ya sea en ausencia o presencia del estimulo de Poli I:C y fueron
presentados como promedios * SD. El valor de p se calculé mediante la prueba Mann- Whitney U
para datos no paramétricos. Las diferencias fueron consideradas significativas con un valor de p

<0.05.
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12. RESULTADOS

12.1. Expresion y niveles de E1 del VPH en la linea celular HaCaT
Para evaluar el efecto de la proteina E1 de los VPH-11y -16 en la linea celular HaCaT, se realizaron
transfecciones transitorias utilizando plasmidos que contienen las secuencias correspondientes
para E1 de los diferentes tipos virales. Una vez realizadas las transfecciones, se verifico la expresion
de E1 a nivel de mRNA mediante RT-PCR. La Figura 7A muestra un gel de agarosa al 1% en donde se
observan los productos de PCR de aproximadamente 200 pb que corresponden a la amplificacién
de un fragmento de E1 de cada tipo viral, en las células transfectadas tanto en ausencia como en
presencia del estimulo con 0.02ug de Poli I:C, demostrando que en ambas condiciones las células
expresan E1 a nivel de mRNA. Posteriormente, se determinaron los niveles de la proteina E1 en las
células HaCaT 24 h post-transfeccién (Anexo 2). En la Figura 7B se muestra el resultado del Western
Blot en donde se observd una banda de aproximadamente 72 kDa, que corresponde al peso

molecular de E1, esta banda no se observd en el control de transfeccién pCA.

A)

150 pb 200 pb
NT pCA E1-11 E1-16 pCA E1-11 E1-16 H,0 NT pCA E1-11 E1-16 pCA E1-11 E1-1El H,0
L L ) v )L
Sin Tratamiento Sin Tratamiento
tratamiento 0.02pg Poli I:C tratamiento 0.02ug Poli I:C
E1-HA ’ a—. S— w—— w— | 72 kDA
a-Actinina | s s e e 100 kDA
pCA  E1-11 E1-16 pCA E1-11 E1-16
I ; :
Sin Tratamiento
tratamiento 0.02ug Poli I:C

Figura 7. Expresion de E1 del VPH-11y -16 en células HaCaT. A) Células HaCat fueron transfectadas con el gen de E1 del
VPH-11 o VPH-16. La expresion del mRNA de E1 se verificO mediante RT-PCR. Se muestran los productos de amplificacion
de 200pb del gen de E1 de VPH-11 y VPH-16 en un gel de agarosa al 1%. B) Ensayo de Western Blot que muestra la
presencia de la proteina E1 del VPH-11y -16 24 h post-transfeccion. Se observa una banda de aproximadamente 72kDa
que corresponde al peso de E1, la cual no se observa en el control (pCA). La proteina a- Actinina fue empleada como
control de carga. HA-E1, proteina E1 unida a hemaglutinina.
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12.2. La proteina E1 del VPH-16 disminuye los niveles de expresion del
mMRNA de STAT1 en células HaCaT cultivadas en presencia o ausencia de Poli

I:C
STAT1 tiene un papel clave en la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa al inducir cambios
transcripcionales en respuesta a citocinas, como todos los tipos de interferones (IFN) (Parriniet al.,
2018). STAT1 existe como dos isoformas de empalme, STAT1a y STAT1B, que difieren en lo que
respecta al dominio de transactivacion C-terminal (TAD). STAT1p carece del TAD C-terminal y se ha
informado previamente que es un activador transcripcional mas débil que STAT1a, aunque esto
depende en gran medida del gen diana (Meissl et al., 2020). El mecanismo de estos efectos
dependientes del contexto sigue sin estar claro; sin embargo, se sabe que STAT1 es un componente
indispensable del complejo (ISGF3) que funciona como regulador de la transcripcién en la

sefializacion del interferén tipo 1 (Begitt et al., 2014).

Con la finalidad de determinar el efecto de E1 de VPH-11y -16 sobre los niveles de expresion del
gen STAT1 en las células HaCaT transfectadas bajo las diferentes condiciones, se realizd el ensayo
de qPCR utilizando primers contra este gen. En la Figura 8, se observa que la sola transfeccidon con
el vector pCA, aumenta los niveles de STAT1 en comparacién con el control de células HaCaT sin
transfeccion (NT), lo cual es esperado debido a que se trata de un acido nucléico que es reconocido
por los receptores TLR. Resulta muy interesante que las células transfectadas con E1 del VPH-16,
mostraron una disminucion significativa en los niveles de expresion de STAT1 respecto al control
pCA, mientras que las transfectadas con E1 de HPV-11 mostraron niveles similares de STAT1
respecto al control pCA. Por otro lado, las células tratadas con el estimulo de Poli I:C ademas de los
plasmidos de E1 y pCA, incrementaron significativamente la expresiéon de STAT1 en relacién a las
células no estimuladas, lo cual corrobora el efecto de este inductor en la activacién de la via de los
ISGs. De manera interesante, en las células estimuladas y transfectadas con E1 del VPH-11 no se
observd un cambio significativo en los niveles de expresion de STAT1 respecto al control pCA, sin
embargo, en aquellas transfectadas con E1 del VPH-16 se observd una disminucion significativa de

STAT1 respecto al control pCA.
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Figura 8. La proteina E1 del VPH-16 disminuye la expresion de STAT1 en células HaCaT. Se muestran los niveles relativos
de mRNA del gen STAT1 en las células HaCaT transfectadas con el gen E1 del VPH-11 y E1 del VPH-16 en presencia o
ausencia del estimulo con 0.02ug de Poli I: C. Los valores de STAT1 se obtuvieron como la diferencia del AACt en
comparacion con las células HaCaT sin transfectar (NT) y se muestran como la expresion relativa al control pCA. La
expresion del gen constitutivo 18S se utilizd para normalizar. Las barras representan la media + DE. * p<0.05; *** p<0.001.
Imagen representativa de tres experimentos.

12.3. La proteina E1 del VPH-16 disminuye los niveles de expresion de
mRNA de STAT2 en células HaCaT

La formaciéon del complejo de ISGF3 heterotrimérico es mecdnicamente Unica entre las rutas
dependientes de STAT, debido a la presencia de STAT2. El cual permite la fosforilacién de tirosina
de STAT1 por el receptor de IFN-I, ademds, no sdélo proporciona el dominio de activacion
transcripcional (TAD), esencial para la induccion de la transcripcidon del gen diana, sino que se
conecta a STAT1 a través de su dominio de homologia Src 2 (SH2) y a IRF9 a través de su dominio en
espiral (CC) (Fink & Grandvaux, 2013). De esta manera, el componente de unién al ADN de ISGF3
proporciona la especificidad para unirse al elemento de respuesta estimulado por IFN de consenso
(ISRE), 5'-AGTTTCNNTT TCNC/ T-3’, presente en el promotor de los ISGs cuyos productos proteicos

efectuaran acciones antivirales (Platanitis et al., 2019).
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Para determinar los niveles de transcrito del factor STAT2 en células HaCaT transfectadas con el gen
E1l del VPH-11 o -16, se realizé el ensayo de qPCR utilizando primers contra el gen de STAT2. Como
se observa en la Figura 9, las células estimuladas con 0.02pg de Poli I:C incrementaron
significativamente la expresién de STAT2 en relacidn a las células no estimuladas. En ausencia de
estimulo, solo las células transfectadas con el gen E1 del VPH-16 mostraron disminucién en los
niveles de expresion de mRNA de STAT2 en comparacién con las células transfectadas con el vector
control pCA. Mientras que en las células transfectadas con E1 del VPH-16 y estimuladas con Poli |l:C

se observé una tendencia a la disminucién en la expresion de STAT2.
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Figura 9. La proteina E1 del VPH-16 disminuye la expresion de STAT2. Se muestran los niveles relativos de mRNA del gen
STAT2 en las células HaCaT transfectadas con el gen E1 del VPH-11y E1 del VPH-16 en presencia o ausencia del estimulo
con 0.02ug de Poli I: C. Los valores de STAT2 se obtuvieron como la diferencia del AACt en comparacion con las células
HaCaT sin transfectar (NT) y se muestran como la expresidn relativa al control pCA. La expresidon del gen constitutivo 18S
se utilizd para normalizar. Las barras representan la media + DE. *** p<0.001. Imagen representativa de tres
experimentos.
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12.4. La proteina E1 del VPH-16 disminuye los niveles de expresion del
mRNA de IRF-9 en las células HaCaT

IRF9 es el principal responsable de la unidn de ISGF3 a ISRE. La interaccién con el nucleo del
consenso de ISRE estd mediada por IRF9, pero se requieren contactos de ADN de STAT1 y STAT2
para proporcionar estabilidad a la interaccion (Jefferies, 2019). Por lo que para determinar si la
presencia de E1 del VPH-11 vy -16 afectaba los niveles de expresion de IRF9, se realizd el ensayo de
gPCR utilizando primers contra el gen de IRF9. Al evaluar los niveles de transcrito del factor IRF9, se
observo que en células transfectadas con E1 del VPH-16 y no estimuladas con Poli I:C, los niveles de
expresion de IRF-9 fueron reducidos de manera significativa en comparaciéon con las células
transfectadas con el vector control pCA. Cabe sefialar que en las células estimuladas con Poli I:C se
observo una tendencia en la disminucion de la expresién de IRF9 en las células transfectadas con E1

del VPH-11y -16 (Figura 10).
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Figura 10. La proteina E1 del VPH-16 disminuye la expresion de IRF9. Se muestran los niveles relativos de mRNA del gen
IRF9 en las células HaCaT transfectadas con el gen E1 del VPH-11y E1 del VPH-16 en presencia o ausencia del estimulo
con0.02ug de Polil: C. Los valores de IRF9 se obtuvieron como la diferencia del AACt en comparacién con las células HaCaT
sintransfectar (NT)y se muestran como la expresidn relativa al control pCA. La expresidn del gen constitutivo 18S se utilizd
para normalizar. Las barras representan la media + DE. *** p<0.001. Imagen representativa de tres experimentos.
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12.5. E1 del VPH-16 disminuyo los niveles proteicos de STAT1 y p-STAT],
mientras que E1 del VPH-11 aumentd p-STAT1 en células HaCaT

El complejo ISGF3 estd compuesto de STAT1 fosforilado en Tyr701 y de STAT2 en Tyr689. Las
proteinas STAT son fosforiladas por las cinasas Janus (JAK) unidas al receptor, e inducen su hetero
dimerizacion y asociacion con IRF9 para formar el complejo ISGF3 que se transloca al nucleo. Para
determinar si el efecto de E1 del VPH-16, afecta los niveles proteicos de STAT1 en su forma activa,
se realizaron ensayos de Western Blot utilizando proteinas totales obtenidas de las células HaCaT
después de 24 h de haber sido transfectadas. Para ello, se utilizaron los anticuerpos anti-STAT1 y
anti-phosphoSTAT1. Las células HaCaT estimuladas con 0.02ug de Poli I:C incrementaron
fuertemente los niveles de STAT1 en relacion a las células no estimuladas. No obstante, las células
transfectadas con E1 del VPH-16 en ausencia de estimulo con Poli I:C, disminuyeron los niveles de
STAT1 total y p-STAT1; mientras que las células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-11, aumentaron
la fosforilacion de STAT1 cuando fueron cultivadas bajo la misma condicién. Por otra parte, las
células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-11 o E1 del VPH-16 y estimuladas con Poli I:C, mostraron

una tendencia en la disminucién de p-STAT (Figura 11).
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Figura 11. La proteina E1 del VPH-16 disminuye los niveles de fosforilacion de STAT1 en células HaCaT. A) Extractos
proteicos totales de células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-11, E1 del VPH-16 o con el vector pCA (control), en
ausencia o presencia de 0.02 pg de Poli I: C. Los niveles de STAT1 y p-STAT1 fueron analizadas mediante Western Blot. La
deteccidn de las proteinas E1 se realizd con el anticuerpo anti-HA. GAPDH se utilizd como control de carga. B) Se muestra
la expresidn relativa de pSTAT1/ STAT1/ GAPDH de las células transfectadas con E1 del VPH-11, E1 del VPH-16 o con el
vector pCA de un solo experimento. El analisis densitométrico de las bandas se realiz6 con ayuda del programa Image).
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12.6. E1 del VPH-16 disminuye los niveles de p-STAT2 en células HaCaT,
mientras que E1 del VPH-11 los aumenta

Para evaluar los niveles totales de STAT2 y p-STAT2 (Tyr689) se realizaron ensayos de Western Blot
utilizando proteinas totales obtenidas de las células HaCaT después de 24 h de haber sido
transfectadas en presencia o ausencia de Poli I:C, utilizando los anticuerpos anti-STAT2 y anti-p-
STAT2. Como se observa en la Figura 11, las células HaCaT que expresaron E1 del VPH-16 y que
fueron estimuladas o no con Poli I:C, mostraron disminucién de los niveles de p-STAT2. De manera
interesante, en las células que expresaron E1 del VPH-11 y no estimuladas, se observé aumento de
los niveles de p-STAT2, lo cual nos sugiere que E1 del VPH-11 podria estar aumentando la
sefializacion de esta via. Es importante mencionar que en el control HaCaT se detectaron niveles de

p-STAT2 de manera constitutiva, a diferencia de p-STAT1 que no fue detectado en estas células

(Figura 12).
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Figura 12. La proteina E1 del VPH-16 disminuye los niveles de p-STAT2 en células HaCaT. A) Extractos proteicos totales
de células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-11, E1 del VPH-16 o con el vector pCA (control), en ausencia o presencia
de 0.02 ug de Poli I: C. Los niveles de STAT2 y p-STAT2 fueron analizadas mediante Western Blot. La deteccion de las
proteinas E1 se realizé con el anticuerpo anti-HA. GAPDH se utiliz6 como control de carga. B) Se muestra la expresion
relativa de p-STAT2/ STAT2/ GAPDH de las células transfectadas con E1 del VPH-11, E1 del VPH-16 o con el vector pCA de
un solo experimento. El analisis densitométrico de las bandas se realizé con ayuda del programa Imagel.
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12.7. E1l del VPH-16 disminuye los niveles de IRF-9 en células HaCaT,
mientras que E1 del VPH-11 los aumenta

Para evaluar los niveles del factor IRF9 se realizaron ensayos de Western Blot utilizando proteinas
totales obtenidas de las células HaCaT después de 24 h de haber sido transfectadas en presencia o
ausencia de Poli I:C, utilizando el anticuerpo anti-IRF9. Como se observa en la Figura 13, las células
HaCaT estimuladas con 0.02ug de Poli I:C incrementaron fuertemente los niveles de IRF-9 en
relacién a las células no estimuladas. Las células no estimuladas que expresaron E1 del VPH-16
disminuyeron fuertemente los niveles de IRF-9 en comparacion con las células transfectadas con el
vector control pCA. En contraste, las células que expresaron E1 del VPH-11 aumentaron los niveles
de IRF9 en relacidn a las transfectadas con el vector control pCA, sugiriendo que E1 del VPH11 podria

estar aumentando la sefializacion de esta via.
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Figura 13. La proteina E1 del VPH-16 disminuye los niveles de IRF9 en células HaCaT. A) Extractos proteicos totales de
células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-11, E1 del VPH-16 o con el vector pCA (control), en ausencia o presencia de
0.02 pg de Poli I: C. Los niveles de IRF9 fueron analizados mediante Western Blot. La deteccion de las proteinas E1 se
realizé con el anticuerpo anti-HA. a- actinina se utilizé como control de carga. B) Se muestra la expresidn relativa de IRF9
/ a- actinina de las células transfectadas con E1 del VPH-11, E1 del VPH-16 o con el vector pCA de un solo experimento
(cuyos valores fueron normalizados a 1). El analisis densitométrico de las bandas se realiz6 con ayuda del programa Image).
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12.8. Las proteinas E1 del VPH-16 y VPH-11 disminuyen la expresion del
mRNA de IFNB1 en células HaCaT no estimuladas y estimuladas con Poli I:C

El IFNB1 es una citocina pleiotrépica con potentes funciones reguladoras inmunitarias adaptativas
y antiproliferativas, antivirales e innatas del huésped (Trinchieri G, 2010). La unién de IFNB a su
receptor (IFNAR) estd bien caracterizada para involucrar una cascada de eventos de sefializacion
iniciados por la activacion rapida de los miembros Tyk2 y JAK1 de las quinasas JAK, que fosforilan la
estructura intracelular dominio de IFNAR en tirosina (Tyr), proporcionando asi un sitio de
acoplamiento para los dominios SH2 de STAT1 y STAT2 latentes. La fosforilacion posterior de STAT1
y STAT2 induce su hetero dimerizacion y asociacidon con IRF9 para formar el complejo ISGF3 que se
transloca al nucleo (Fink & Grandvaux, 2013). Debido a que se sabe que la sefializacién paracrina de
IFNB1 a través de esta via induce a la expresion de ISGs y a su vez de IFNs como una manera de
expandir la respuesta antiviral, nos preguntamos si la disminucién de los componentes del complejo
transcripcional ISGF3 por E1 del VPH-16 pudieran estar afectando la expresion de IFNB1 y de esta

manera la expansion de la respuesta antiviral.

Para determinar los niveles de transcrito de IFNB1 en las células HaCaT que expresaron E1 del VPH-
11 0 E1 del VPH -16, se realizd el ensayo de gPCR utilizando primers contra el gen de IFNf1. Como
se observa en la Figura 14, E1 del VPH-16 disminuyd la expresion del mRNA de IFNB1 en células no
estimuladas y estimuladas con 0.02 pug de Poly I:C en comparacidn con las células transfectadas con
el vector control pCA cultivadas en ambas condiciones, respectivamente. De manera interesante,
observamos que las células transfectadas con E1 de VPH-11 y estimuladas con Poli I:C, expresaron
niveles mas altos de IFNB1 que los observados en las células transfectadas con E1 del VPH-16 bajo
las mismas condiciones de cultivo, lo cual nos permite sugerir que el incremento en la expresion de
MRNA de IFNB1, inducido por E1 de VPH-11, esté relacionado con el aumento en la expresién de los
componentes del complejo ISGF3 inducido por esta misma proteina. Por otro lado, la presencia de
E1 del VPH-11 o E1 del VPH-16 disminuyd significativamente la expresién de IFNB1 en las células
HaCaT no estimulados en comparacidon con las células transfectadas con el vector control pCA
cultivadas bajo estas mismas condiciones, lo cual concordd con los resultados previamente

reportados por Castro Mufioz y colaboradores en 2019.
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Figura 14. La proteina E1 del VPH-16 disminuye la expresion de IFNB1 en células HaCaT no estimuladas y estimuladas
con Poli I: C. Se muestran los niveles relativos del mRNA del gen IFNB1 en células HaCaT transfectadas con el gen E1 del
VPH-11y E1 del VPH-16 en presencia o ausencia del estimulo con 0.02ug de Poli I: C. Los valores de mRNA de IFNB1 se
obtuvieron como la diferencia del AACt en comparacion con las células HaCaT sin transfectar (NT) y se muestran como la
expresion relativa al control pCA. La expresidn del gen constitutivo 18S se utilizdé para normalizar. Las barras representan
la media £ DE. ***p<0.001. Imagen representativa de tres experimentos.

13. DISCUSION

La proteina E1 del VPH es la tGnica proteina del virus con actividad enzimatica, presenta un dominio
de helicasa dependiente de ATP, y se encuentra presente durante todo el ciclo replicativo del virus
(Bervgal et al., 2013). La principal funcién conocida de esta proteina es la regulacion de la
replicacion del ADN viral, para ello la proteina E1 tiene la capacidad de interactuar con varias
proteinas celulares de la maquinaria de replicacidon de la célula huésped (Egawa et al.,, 2012).
Interesantemente, se ha demostrado que E1 puede interactuar con otros elementos celulares que
regulan algunos procesos epigenéticos y la expresion génica (Swindle et al., 1998; Lee et al., 1999).
En este contexto, Castillo y colaboradores en el 2014 demostraron que al abatir la expresion del gen

E1l de VPH-18 en la linea celular Hela, los niveles de genes asociados a procesos celulares de
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repuesta inmune, genes relacionados con la sefializacion del interferén y un conjunto de ISGs, se
encontraron sobre expresados. Asimismo, Castro Mufioz y colaboradores en 2019 demostraron que
la presencia de la proteina E1 de VPHs de bajo y alto riesgo en células HaCaT disminuyé la expresidon
genes relacionados con respuesta inmune innata antiviral, especificamente la expresion de IFN[31,
STAT2 e IRF9, y a su vez, de algunos ISGs. Lo que sugiere que E1 de ambos tipos de VPH regula

negativamente a la via de los genes inducidos por IFN.

Tomando en cuenta estos antecedentes, en este estudio se evalud el efecto de E1 del VPH-11y E1
del VPH-16 sobre la regulacién de los componentes de la via de seiializacién de los ISGs, tanto a
nivel de transcrito como a nivel proteico, especificamente del complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9),
el cual se transloca al nucleo para unirse a secuencias de ADN especificas (ISRE) para activar la
transcripcién de mas de 300 genes antivirales, entre ellos IFNB1 (Platanias, 2005). Para ello, células
HaCaT fueron transfectadas de manera transitoria con los plasmidos pMHPV11 E1HA y pMHPV16
E1HA que contienen los genes E1 de VPH-11 y E1 del VPH-16, respectivamente. Como control de
activacion de la via de los ISGs, las células fueron estimuladas con Poli |: C. El Poli I:C, que es un
analogo de RNA viral, es capaz de activar la via de Interferén al ser reconocido por el receptor tipo
Toll 3. Este efecto puede explicar el incremento de los niveles de expresion de los factores del
complejo ISGF3 (STAT1, STAT2 e IRF9) en células estimuladas lo cual corrobora el efecto como un

buen inductor de la via de los ISGs (Imaizumi et al., 2016).

El presente estudio demostré que la presencia de E1 del VPH-16 en las células HaCaT no
estimuladas, disminuyd significativamente los niveles de mRNA y proteina de STAT1, STAT2 e IRF9,
y del mRNA de IFNB1, incluso a niveles inferiores a los mostrados en las células sin transfectar (NT).
Resultaria de gran relevancia estudiar el mecanismo por el cual E1 del VPH-16 pudiera estar
desregulando a nivel transcripcional a estos genes. Una posibilidad podria ser a través de la
desregulacién de los factores reguladores de Interferén IRF1, IRF7 e IRF9 en las células HaCaT
transfectadas transitoriamente con las proteinas E1 de los VPH-16, -18, u -11, lo cual fue reportado
por Castro Mufioz y colaboradores en el 2019. Estos factores son fundamentales para la produccidn
deinterferones de tipo | posterior a la activacién de los receptores de reconocimiento de patégenos
gue detectan el ARN y el ADN virales (Jefferies, 2019). Sin embargo, surge la pregunta: éCémo es
que E1 del VPH-16 modula a estos elementos reguladores de la via del interferén? y, en
consecuencia, {cdmo esto puede afectar a los componentes de la via de los ISGs?, lo cual es algo

gue merece continuar su estudio. Diversos reportes indican que la proteina E1 del VPH- 16 es capaz
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de interactuar con modificadores de la cromatina, lo cual sugiere que E1 pudiera regular a nivel
epigenético la transcripcion de genes del hospedero (Zhou et al.,, 2010). Un ejemplo de esto es lo
reportado Dipon Das y colaboradores en el 2019, donde demostraron que E1 del VPH-16 interactia
con SIRT1, una descetilasa de histonas capaz de actuar sobre residuos especificos como H3K9,
H3K14, H4K16 y H1K26 y de esta manera regula la fidelidad de E1-E2 durante la replicacién del
genoma viral ademas de que permite el reclutamiento de proteinas de respuesta a dafio al DNA

durante el ciclo viral.

Ademas, de manera interesante la disminucion de la expresién del STAT2 por E1 del VPH-16 coincide
con los datos del transcriptoma publicados por Castro Mufioz en el 2019 en donde la presencia de
E1 del VPH-16 en células HaCaT disminuyd la expresién de STAT2. En datos de la tesis de maestria
de Pérez-Aquino, 2021, se sugiere que esta disminucion podria deberse a que E1 del VPH-16 es
capaz de regular los niveles de modificadores de la cromatina, los cuales impactan en las
modificaciones postraduccionales de histonas como fue el caso de la marca H3K9Ac. De manera
interesante se encontrd en un analisis in silico que 30 genes fueron desregulados en comun por la

marca H3K9Ac y E1 del VPH-16, entre ellos STAT2.

Asimismo, la presencia de E1 del VPH-16 en las células transfectadas indujo disminucion en los
niveles proteicos de p-STAT1 y p-STAT2, lo cual coincidié con la disminucidn de los niveles de
proteina total de STAT1 y STAT2 y a su vez con la disminucién del mRNA de estos factores de
transcripcién. Ademas, las células transfectadas con E1 de VPH-16 aun en presencia del estimulo
Poli I:C también presentaron una tendencia a disminuir los niveles de estas proteinas fosforiladas.
Por lo cual, resultara de interés evaluar si E1 de VPH-16 interactua con proteinas cinasas o fosfatasas

gue pudieran estar regulando los niveles de los factores del complejo ISGF3 fosforilados.

Por otra parte, es importante mencionar que incluso la propia transfeccidén con el vector vacio pCA,
estimulo la via de los ISGs en relacién a los niveles presentes en las células no transfectadas (NT) de
los elementos analizados, tal como se observd en cada uno de los experimentos. Esto podria
deberse a que el vector pCA es una molécula constituida por pDNA el cual fue amplificado y
purificado a partir de la cepa DH5a de E. Coliy, de esta manera, es posible que como producto final
de una serie de cascadas de sefializacion active la via de los ISGs al ser censado por receptores de
tipo Toll 9 (Abbas A. K., Lichtman, A. H., & Pillai, S., 2014), de modo que pCA resulté ser un control
adecuado para determinar el efecto de E1 aun en ausencia del estimulo con Poli I:C. Esto resulta

acorde con lo que menciona Mairhofer & Lara en el 2014, quienes postulan que la composicidn de
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la secuencia y la inmunogenicidad de los plasmidos estan interconectados y, por lo tanto, son
relevantes para la estabilidad y la eficacia del DNA plasmidico (pDNA) en la célula diana animal o
humana. El ADN invasor es reconocido por el sistema inmunitario y esta sujeto a interacciones con
componentes celulares especificos. El pDNA derivado de E. coli contiene secuencias cortas de
dinucleétidos CpG no metilados en un determinado contexto base (Suzuki & Bird, 2008). En este
sentido, el sistema inmunitario de los vertebrados ha evolucionado de manera que es capaz de
reconocer el ADN bacteriano que es rico en CpG no metilados y este reconocimiento esta mediado
por el receptor tipo Toll 9 (TLRI) en las células del sistema inmunitario innato y desencadena una
reaccién inflamatoria que, a su vez impulsa la respuesta inmunitaria adaptativa desencadenada por

el vector en si mismo (Hemmi et al., 2000).

En este trabajo demostramos que curiosamente, a diferencia de E1 de VPH-16, la presencia de E1
de VPH-11 indujo un ligero incremento en los niveles de mRNA de STAT1, STAT2 elRF9, asi como de
las proteinas p-STAT1, p-STAT2 e IRF9 en las células HaCaT no estimuladas. Sin embargo, de manera
interesante, al analizar la expresién de IFNB1, como uno de los productos de la sefializacién de esta
via inducidos para propagar la respuesta antiviral, se encontré que tanto E1 de VPH-11 como E1 de
VPH-16 disminuyeron significativamente los niveles de mRNA de IFNB1 en las células HaCaT
cultivadas en presencia y ausencia del estimulo con Poli I: C. Lo cual, para el caso de E1 del VPH-11
podria ser explicado con la disminucién de la expresion del factor IRF1 reportado en los datos del
transcriptoma de las células HaCaT transfectadas con E1 del VPH-11, publicados por Castro Mufioz
y colaboradores en el 2019. IRF1 es un factor nuclear que se une y activa los promotores de los
genes del interferdn tipo | (Feng et al., 2021). Expresado de manera ubicua en células humanas a
niveles basales bajos (Taniguchi et al., 2001), el gen IRF1 es altamente sensible a una variedad de
estimulos, incluidos los IFN y el factor nuclear proinflamatorio kappa-B (NF-kB) (Forero et al.,
2019). Por lo tanto, IRF1 se ajusta al perfil tipico de un “gen estimulado por IFN” (ISG) y a su vez
como el de un gen regulador de la respuesta de IFNB1, como se reportd previamente en células
mieloides humanas y fue dependiente del receptor TLR9 (Negishi et al., 2006).A su vez, una
hipétesis que explique la desregulacién de IRF1 podria ser debido a la capacidad de E1 de interactuar
y/o afectar la actividad de proteinas involucradas en la regulacion de la cromatina, como lo
reportado por Scott Swindle y Jeffrey Engler en 1998, donde demostraron la interacciéon de E1 del
VPH-11 con la histona H1 y a su vez demostraron que esta interaccién provoca el desplazamiento
de H1 de regiones en el genoma viral, de esta manera los autores concluyeron que E1 del VPH-11

es capaz de remover a la histona H1 del genoma del VPH, pudiendo regular diversos procesos en el

52



genoma viral como la replicacion del genoma viral o la transcripcion del genoma viral. Estos
mecanismos podrian explicar en parte como es que E1 tanto de VPH-11, como de VPH-16 podrian

regular la expresion génica del hospedero.

Estos resultados proporcionan una evidencia de que las proteinas E1 de los VPH, principalmente de
alto riesgo como lo es VPH-16, ejercen un efecto importante en la desregulaciéon de los
componentes de la via de sefializacién de los ISGs, como son STAT1, STAT2 e IRF9, que a su vez
regulan la trascripcidn de genes implicados en la respuesta inmune antiviral, como lo es IFN1. Esta
citocina ejerce un efecto de retroalimentacion positivo al unirse a su receptor especifico para
promover la expresién de genes estimulados por interferén (ISG), ayudando a controlar la

infeccidn viral (Schoggins et al., 2011).

Wang y Song en 2021 reportaron que durante el inicio de la respuesta inmune antiviral sistémica,
las células infectadas por virus producen y liberan de manera autocrina (activado por factores de
transcripcién del factor regulador de IFN (IRF) como IRF1, IRF3 e IRF7) y paracrina (inducidos a través
de la via Jak-STAT) IFNs de tipo I, a lo cual le denominaron células en “Estado preparado”.
Posteriormente, el IFN producido interacciona con los receptores especificos en las células
adyacentes para activar de manera eficiente a la via de los ISGs y elevar los niveles celulares del
complejo ISGF3, a lo cual le denominaron células en “Estado comprometido”. A diferencia de las
células infectadas, el IFN de tipo | se unira a su receptor en células adyacentes o distantes no
infectadas prepardndolas contra una posible infeccidn por el virus, sin desencadenar una respuesta
excesiva de expresion de I1SGs, ya que los niveles del complejo transcripcional ISGF3 se encuentran
disminuidos, donde los factores STAT1/2 e IRF9 estdn en estado no fosforilado, a lo cual

denominaron “Estado informado” (Figura 15).

Tomando como ejemplo el modelo propuesto por Wang y Song en 2021 para explicar el efecto
observado de las proteinas E1 de los VPH. De acuerdo a nuestros resultados, la activacion de la via
de los ISGs observada durante la expresion de E1 del VPH-11 en las células HaCaT, sugiere que este
ligero aumento en la sefalizacién pudiera ser similar a lo que sucede en un estado celular
comprometido (Figura 15A), al menos en las primeras 24 h, induciendo una respuesta inflamatoria
en las etapas iniciales de la infeccién, sin embargo, seria interesante analizar este efecto en un
mayor lapso, ya que también se sabe que los VPHs de bajo riesgo pueden conducir a la persistencia
de la infeccién, ademas de considerar la participacion conjunta de otras proteinas virales de

expresion temprana como E2, E6 y E7 (Egawa & Doorbar, 2017). En contraste, la disminucién de los
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niveles de los componentes del complejo ISGF3 observada por la presencia de E1 de VPH-16 en las
células HaCaT, incluso en presencia de estimulo, podria conducir a una sefializacidon disminuida de
la via, asemejandose a un “estado informado” en el cual existe una expresiéon y activacion
disminuida de los componentes del factor ISGF3 (Figura 15B), este estado evitaria la respuesta
inmune inflamatoria y en consecuencia conduciria a una disminucién de la respuesta inmune

activada por IFN de Tipo I.
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Figura 15. Esquema representativo del efecto de las proteinas E1 del VPH-11y VPH-16 sobre la regulacién de la via de
los ISGs en células HaCaT. La deteccidon de PAMPS virales por PRRs conducen a la activacion de cascadas de sefializacion
que finalizan con la produccion de IFN de Tipo I. La induccién autocrina de IFN-B1 requiere la unidén promotora de
homodimeros o heterodimeros de los factores: IRF1, IRF3 o IRF7, sin embargo, aun no se ha dilucidado el posible efecto
de la proteina E1 del VPH-11y -16 en esta via. La sefializacién de IFN de Tipo | al unirse con su receptor especifico en
células adyacentes activara la via de los ISGS. A) La proteina E1 del VPH-11 en la célula tuvo un efecto en la via de los ISGs
al disminuir la expresion del mRNA de IFN-B1, asi como al aumentar la fosforilacién de los componentes del factor ISGF3
dando como resultado la disminucidn reportada de la expresion del mRNA de algunos ISGs. B) La proteina E1 del VPH-16
en la célula disminuye la expresién del mRNA de IFN-B1 asi como la expresién del mRNA y la fosforilaciéon de los
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componentes del factor ISGF3, dando como resultado la disminucion reportada de la expresion del mRNA algunos ISGs.
Tomado y modificado de: Wang Y, Song Q, Huang W, et al., 2021.

De igual manera, resulta de interés analizar los efectos de E1 de VPH-16 sobre los componentes del
complejo ISGF3, en un mayor lapso en las células HaCaT, para determinar si la presencia de esta
proteina mantiene este estado de inhibicidn, lo cual es caracteristico durante la persistencia de la
infeccion por los VPH de alto riesgo. Al respecto, Baedyananda y colaboradores en 2017,
encontraron una correlacién en el aumento significativo en la expresién de E1 de VPH-16 en biopsias
de pacientes con diferentes grados de progresién de la enfermedad, desde lesidn intraepitelial de
bajo grado, alto grado y cancer cérvico uterino. Estos datos sugieren que E1 ademas de tener una
participacion importante en el establecimiento de una infeccidon persistente, al abatir al sistema
inmune, podria tener alguna otra contribucidn en la carcinogénesis y el mantenimiento del cancer

(Chang & Laimins, 2000).

Por otra parte, es bien conocido que las proteinas E5, E6 y E7 de los VPH pueden modular la
sefalizacidon de STAT1 y STAT2 a través de su interaccién directa con estos factores de transcripcién
(Morgan et al., 2020; Westrich et al., 2017). Por ejemplo, se ha demostrado que E7 del VPH-16
inhibe la expresién de IFNB a través de la interaccién de E7 con IRF-1 y del reclutamiento de la
desacetilasa de histona 1 (HDAC1), favoreciendo la represidén transcripcional (Park et al., 2000).
Asimismo, E7 del VPH-16 al unirse a IRF9, bloquea la formacién del complejo ISGF3 (Barnard &
McMillan, 1999). Mientras que E6 del VPH-16, al interactuar con IRF-3, inhibe su capacidad de
transactivacién a través de la interaccion con el residuo Gal4 de IRF-3 (Ronco et al., 1998). Ademas,
E6 del VPH-18 interactia con TYK2 resultando en una fosforilacién alterada de IFNAR1 en la
tirosinad466 y, secuencialmente, en la inhibicion de las fosforilaciones de STAT1 y STAT2 (Li et al.,
1999). A su vez, la sobreexpresidon E6y E7 del VPH-16 en células N/Tert-1 reprimen la expresién de
algunos ISGs como IFNk e IFIT1 (James et al., 2020). Estos hallazgos concuerdan en que las
interacciones que ejercen las oncoproteinas de los VPH de alto riesgo, desregulan a componentes
claves de la via de IFN de Tipo | y de ISGs para favorecer el establecimiento de la infeccion y la
persistencia viral (Chang & Laimins, 2000). En este contexto, nuestros resultados aportan la novedad
de que la proteina E1 de VPH de alto riesgo (VPH-16), a diferencia de la proteina E1 de VPH de bajo
riesgo (VPH-11), puede actuar como regulador transcripcional con un papel relevante en la
inhibicion de la respuesta inmune innata, pudiendo favorecer la persistencia de la infeccidn viral y

la carcinogénesis, junto con los oncogenes virales E5, E6y E7 (Westrich et al., 2017). Dilucidar estos
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mecanismos moleculares efectuados por las proteinas del VPH podria ayudar a explicar por qué
ciertas infecciones desaparecen en corto tiempo, mientras que otras permanecen como infecciones

persistentes.

Nuestros resultados muestran que E1 de VPH-11, en contraste con E1 de VPH-16, tiene una
tendencia al incremento de los niveles proteicos y fosforilados de los componentes del complejo
ISGF3, lo que podria resultar en una activacion mas eficiente de la via de los ISGs. Esto resulta
interesante si se considera que los VPH de bajo riesgo también establecen infecciones persistentes
(Egawa & Doorbar, 2017). Este efecto habria que comprobarlo con un mayor nimero de
experimentos y de ser real, podria implicar interacciones proteina-proteina que estabilizaran a los
elementos del complejo ISGF3, lo cual también es un campo interesante de seguir estudiando. Sin
embargo, no se descarta que VPH-11 promueva persistencia de la infecciéon a través de la
participacion de las proteinas E6 y E7, que se sabe, entre otros efectos, suprimen la respuesta
inmune mediada por Th1 (Ivancic et al., 2020) e interfieren en la presentacion de péptidos virales a
través de la interaccion con TAP-1 (Vambutas et al., 2001), respectivamente. De hecho, se ha
reportado que las proteinas E6 y E7 de VPH de bajo riesgo alteran las respuestas proinflamatorias
innatas promovidas por las células NK, las cuales no fueron capaces de detectar y/o lisar las células
deficientes en moléculas HLA clase |, y que los macréfagos y las células de Langerhans no iniciaron

una respuesta inmune adaptativa adecuada (lvancic et al., 2020).

En este trabajo demostramos que E1 de VPH-16 disminuye a nivelde mRNAy proteina los elementos
de la via de genes inducidos por interferdn. Si bien la disminucidn a nivel de las proteinas analizadas
podria estar determinada por la expresiéon del gen, seria interesante analizar otros niveles de
regulacién como la estabilidad proteica de estos elementos y su localizacién subcelular, lo que

finalmente impactaria en sus funciones.

Considerando que diversos estudios han demostrado la capacidad de E1 del VPH-16 y -11 para
interactuar con modificadores de la cromatina como con la histona H1, la subunidad del
complejo remodelador de cromatina SWI/SNF (Inil / Hsnf5) y con Sirtuina 1 (SIRT1: desacetilasa
de histona clase lll) (Swindle et al., 1998; Lee et al., 1999, Das et al., 2019), se sugiere que E1 no sélo
podria regular la replicacién del genoma del VPH, sino también podria participar en la regulacion de
la expresion de genes celulares de la célula huésped a través de mecanismos epigenéticos. Por lo
que resulta de interés determinar si E1 regula la expresion de los genes de la via de sefializacion de

los ISGs, de manera indirecta a través de la interaccion con factores de transcripcion, co-activadores,

56



co-represores, proteinas modificadoras de la cromatina, o de manera directa a través de la
interaccion de E1 con regiones promotoras de los genes desregulados de la via de los ISGs. De este
modo, resulta relevante determinar las regiones del genoma celular con las que la proteina E1
pudiera interactuar. Estos datos ayudarian a entender los mecanismos por los cuales la proteina E1
pudiera ejercer el papel de regulador transcripcional con un alto impacto en la regulacion de la
respuesta inmune, pudiendo favorecer la persistencia de la infeccién viral y la carcinogénesis. Con
todo esto resulta de interés conocer mas sobre los mecanismos de la relaciéon de E1 de diferentes
VPH de alto riesgo sobre otros procesos celulares y vias de sefializacion, con el fin de entender su

papel en las etapas tempranas de la infeccién, la persistencia de la misma, y el desarrollo de cancer.

14. CONCLUSIONES

El presente estudio aporta evidencia de que la proteina E1 de VPH-16 a diferencia de E1 de VPH-11,
disminuye significativamente los niveles de expresion del mRNAy de proteina del complejo ISGF3
(STAT1, STAT2 e IRF-9), asi como de mRNA de IFNB1 en la linea celular HaCaT y en consecuencia
podria disminuir la expresién de otros productos de la via de los I1SGs, sugiriendo la participacion de
E1l en la desregulacion de los componentes clave de la via de los ISGs. Los efectos de la expresidon
de E1 podrian favorecer el establecimiento de la infeccion y la inhibicién de la activacidén de la

respuesta inmune innata en las primeras etapas de la infeccion.

14.1. CONCLUSIONES PUNTUALES

* E1 del VPH-16 disminuyd los niveles de expresion del mRNA de STAT1, STAT2 e IRF-9 en

células no estimuladas con Poli I: C.

* E1 del VPH-16 disminuyé los niveles de proteina de STAT1, IRF-9, p-STAT1 y p-STAT2 en

células estimuladas y no estimuladas con Poli I: C.

* E1 del VPH-11 aumentd los niveles de p-STAT1, p-STAT2 e IRF-9 en células no estimuladas

con Poli I: C.

* Eldel VPH-16 disminuyd los niveles de expresion del mRNA de IFNB1 en células estimuladas

y no estimuladas con Polil: C.
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15. PERSPECTIVAS

Si bien la disminucion a nivel de las proteinas analizadas en el presente estudio podria estar
determinada por la expresidon del gen, seria interesante analizar otros niveles de regulacién como la
estabilidad proteica de estos elementos, su localizacién subcelular, y sus modificaciones
postraduccionales reguladas por E1 del VPH-16, lo que finalmente impactaria en sus funciones como
factores de transcripcion relevantes en la respuesta inmune innata del Interferdn tipo I. Asi mismo
uno de los puntos inconclusos de este trabajo fue la determinacién del efecto de E1 del VPH-11y
VPH-16 sobre la regulacion de la formacién del complejo ISGF3 y/o formacién de dimeros STAT1-
STAT2, presentes tanto en fracciones nucleares como citoplasmaticas, ya que se sabe que la
regulacion de la formacion de estos complejos forma parte crucial de un ciclo de retroalimentacion
positiva o negativa posterior al estimulo del receptor por IFN de Tipo I, por lo tanto, el estado de
fosforilacién de estos complejos impactara en una mayor respuesta o una respuesta atenuada ante

la infeccion viral.

Para dilucidar de manera completa por qué se vieron afectados los niveles de IFNB1 en células
transfectadas con E1 del VPH-11 y -16, resulta de gran relevancia evaluar la expresion y niveles
proteicos, asi como activacién de los factores IRFs (IRF1, IRF3 e IRF7) implicados en la induccion de
la expresidon de IFNB1 y si E1 es capaz de evitar la unién de estos reguladores en las regiones

promotoras de los ISGs.
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16. ANEXO

Anexo 1. Mapa del vector de expresion de E1 del VPH 16
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Anexo 2. Ensayo curva dosis-tiempo para evaluar en qué lapso se expresa mejor el plasmido en células
HaCaT. A las 24 horas se observa una mayor eficiencia en la expresién del plasmido por lo que

emplearemos dichas condiciones para experimentos subsecuentes.
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