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RESUMEN

La infeccion por VPH requiere del ingreso de la particula virica a la capa basal del
epitelio escamoso estratificado, en la cual se encuentran 3 poblaciones celulares
susceptibles a la infeccion, que con base a su estadio de diferenciacién se conocen
como: células troncales, células transitoriamente amplificadas y células diferenciadas
tempranas. Una vez que la particula viral ha infectado una célula, comienza a
expresar sus genes tempranos. La proteina de expresion temprana E5 de los
papilomavirus de alto riesgo (VPH tipo 16, por ejemplo) afecta procesos fisiol6gicos
y celulares como angiogénesis, evasion de la respuesta inmune, proliferacién,
diferenciacion y apoptosis. Uno de los mecanismos de accion de esta proteina
involucra su capacidad de promover el reciclamiento del Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR), el cual “rio abajo” activa mdaltiples vias de
sefializacion involucradas en proliferacién, resistencia a la apoptosis, motilidad y
diferenciacion. Datos de nuestro grupo de investigacion demuestran que la expresion
del gen E5 de VPH-16 en la linea celular de queratinocitos inmortalizados no
transformados HaCaT, induce un incremento en una subpoblacion celular con
caracteristicas de troncalidad e inmunofenotipo a6-Integrina® e cp71%sminvide (46.
1" cD71%™) Aunado a lo anterior, se ha descrito que la proteina E5 potencia la via de
sefializacion del EGFR que es medular en el mantenimiento de células troncales de
queratinocitos. Lo anterior nos llevd a sugerir que posiblemente E5 incrementa la
subpoblacién a6-1"" CD71%™ mediante la activacion de esta via. Para demostrar lo
anterior se realizaron ensayos que evidencian que la proteina E5 incrementa la
poblacién a6-1"" CD71%™ mediante la via de sefializacion del EGFR de manera
dependiente de su ligando. Los resultados obtenidos nos permitieron generar un
modelo que propone un mecanismo molecular en el cual la activacion del EGFR
induce cascadas de sefializacion “rio abajo”, las cuales incrementan su activacion en
presencia de E5 VPH-16. Es posible que una de estas vias sea la de PI3K/Akt, que
induce auto-renovacion e impide la diferenciacion temprana de queratinocitos. Esta
via ademas inhibe la via de las MAPKSs, la cual demostramos se encuentra atenuada,
y su activacion es importante en el inicio de la diferenciacion temprana de

queratinocitos.



SUMMARY

Human Papillomavirus (HPV) infection requires the entry of the viral particle to the
basal layer in the stratified squamous epithelium. This layer is composed by three cell
populations susceptible to infection, that based on their differentiation stage are
known as: stem cells, transit amplifying cells and early differentiated cells. Once the
viral particle has infected a cell, begins to express its early genes. In the high risk
human papillomaviruses (e.g. HPV-16) the E5 protein affects several physiological
and cellular processes, such as angiogenesis, immune response evasion, proliferation,
differentiation and apoptosis. One of the action mechanisms of this protein involves
its capacity to promote the recycling of Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR),
which “downstream” activates multiple signaling pathways involved with
proliferation, apoptosis resistance, motility and differentiation. Data from our
research group showed that HPV-16 E5 gene expression in the immortalized
keratinocytes cell line HaCaT induces an increase in the cell subpopulation with stem
cells characteristics, identified by its a6-Integrin®""cp714minished (6. |PiCD719M)
immunophenotype. In addition, it has been described that E5 protein enhances the
EGFR signaling pathway, which is central in maintaining of keratinocytes stem cells.
This lead us to suggest that possibly E5 increases the a6-1""CD71%™ subpopulation
by activating this pathway. To demonstrate this hypothesis, we performed several
assays showing that E5 protein increases the a6-1""CD71%™ subpopulation through
the EGFR signaling pathway in a ligand-depend manner. With the results obtained in
this work we generated a model proposing a molecular mechanism in which the
activation of EGFR triggers “downstream” signaling pathways and its activation is
increased in the presence of HPV-16 E5. One of these pathways is possibly
PI3K/Akt, which has been demonstrated induces self-renewal and prevents early
differentiation of keratinocytes. This pathway also inhibits MAPKSs pathway, whose
activation is important in the onset of early differentiation of keratinocytes, and we

demonstrated is attenuated in the presence of E5.
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1 INTRODUCCION

1.1 El Virus de Papiloma Humano

Los papilomavirus pertenecen a la familia Papillomaviridae de la cual se han descrito
mas de 170 tipos que se han organizados en 5 géneros: a, B, v, W, M; pueden ser
cutaneos 0 mucocutaneos segun el tipo de tejido que infectan (1). Alrededor de 100
tipos de papilomavirus infectan humanos y 40 de estos infectan el tracto genital (2).
Los Virus de Papiloma Humano (VPH) de tipo mucocutaneo son los que infectan
principalmente el tracto genital, y pueden ser de bajo riesgo o de alto riesgo; los
primeros desarrollan lesiones benignas, por ejemplo las verrugas, los de alto riesgo
desarrollan lesiones que pueden progresar a cancer (3). El cancer de cuello uterino es
el segundo tipo de cancer mas comdn en mujeres. Aproximadamente 270 000 mujeres
mueren cada afio por causa de cancer de cérvix (4), el 85% de estas muertes ocurren
en paises de bajo y medio desarrollo (4,5). Mas del 99% de los casos de cancer de
cérvix se asocian con VPH. Los VPH tipo 16, 18, 58, 33, 45, 31, 52, 35, 59, 39,51y
56 estan asociados con el mayor nimero de casos de cancer de cérvix. EI VPH tipo
16 (VPH-16) es el mas comun en el desarrollo de carcinomas invasivos y esta

presente en el 50% de los carcinomas (3).

Una vacuna se desarrolld recientemente y es suministrada en nifias y adolescentes de
entre 9 y 13 afios de edad previniendo eficientemente el desarrollo de lesiones
cancerosas asociadas al VPH; sin embargo en pacientes mayores de 30 afios es
necesaria una revision ginecoldgica para monitorear una posible infeccion activa por
VPH de alto riesgo, y en pacientes que tienen cancer invasivo es necesario un
tratamiento médico adecuado (2,4). Sin embargo se requiere estudiar los mecanismos
y factores de riesgo necesarios para el desarrollo de cancer promovido por VPH, ya
que el desarrollo de cancer requiere de muchas variables que son dependientes del
VPH, por ejemplo la carga viral y los mecanismos moleculares por los cuales el virus

controla la respuesta inmune y la maquinaria celular (2).



1.2 Organizacion Genomica del VPH

Los Virus de Papiloma Humano cuentan con un genoma de DNA circular de doble
cadena con aproximadamente 8000 pb que se asocia con histonas y forma una
estructura similar a un cromosoma eucarionte. Esta contenido dentro de una capside
compuesta por las proteinas L1y L2 (6,7), con aproximadamente 72 capsOmeros que

mide alrededor de 55nm de didmetro (6,8).

El genoma de VPH contiene de 7 a 9 marcos de lectura abierta (ORF por sus siglas en
inglés) dependiendo del genotipo. ElI genoma de los papilomavirus comparte la
misma organizacion en la cual solo una cadena es codificante (7). El genoma codifica
dos tipos de proteinas las tempranas o Early (E por su sigla en inglés) y las tardias o
Late (L por sus siglas en inglés). Codifica dos proteinas tardias L1 y L2 las cuales se
encargan de formar la capside. Las proteinas de expresion tempranas son: E1, E2, E4,
E5, E6 y E7 las cuales cumplen funciones necesarias para la replicacion y la
regulacion del genoma viral (6). El virus ademés de las secuencias codificantes,
cuenta con una regién no codificante que regula la expresion de las proteinas y es
Ilamada Region Larga de Control (LCR por sus siglas en inglés); esta region cuenta
con secuencias de union a multiples factores de transcripcion como: AP1, cEBP NF1,
YY1, Octl, TEF1 (TF1), TFIID, Spl, receptor a glucocorticoides y receptor de
progesterona (GR/PR) (Figura 1) (7).
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1.3 Infeccion del epitelio por el VPH

El ciclo de replicacion del VPH es dependiente de la diferenciacion del epitelio
escamoso estratificado, ya que en las distintas etapas de diferenciacion celular se
expresan factores necesarios para la generacion de particulas virales (9,10). Se ha
sugerido que la infeccién comienza en las células de la capa basal, las cuales
constantemente se dividen y cuentan con la maquinaria necesaria para la
amplificacion del genoma viral (6). Por otro lado se ha descrito que el VPH
unicamente puede infectar células en proliferacién, dado que cuentan con los
elementos necesarios para el transporte de la particula viral de la superficie de la
célula al nucleo (11). Sin embargo no todas las células de la capa basal se encuentran
en proliferacion constante, ya que existen células que ciclan lentamente las cuales se
han descrito como “stem cells” 6 células troncales epiteliales. Estas células se han
propuesto como un posible reservorio del VPH por su capacidad de entrar en estado
de quiescencia y como consecuencia mantener al virus en estado de latencia (9).
Dicho estado de latencia, junto con la capacidad ilimitada de proliferacion de las
células troncales, han sugerido a estas células como los mejores candidatos causantes
de las infecciones persistentes por virus de alto riesgo, y posteriormente de la
acumulacién de eventos de transformacién (10). Aunque son pocas las evidencias de
lo mencionado, son contundentes y en los ultimos afios, las células de la capa basal se

han convertido en el foco de interés de muchas investigaciones.

1.4 Células de la capa basal del epitelio escamoso estratificado

El epitelio cervical es de tipo mucoso escamoso estratificado, se puede dividir en 4
capas: capa basal, escamosa, granular y estrato corneo, las tres ultimas representan
distintas etapas de diferenciacion (Figura 2) (12); la capa basal por lo contrario,
contiene células con un gran potencial de proliferacion y cierto grado de
indiferenciacion (13), las cuales daran origen a células diferenciadas que formaran

parte de las capas superiores del epitelio (12).

Las células de la capa basal son capaces de proliferar activamente, sin embargo no

todas lo hacen de la misma manera. En 1974 Potten propuso un modelo en el cual



existen tres poblaciones celulares en la capa basal. A una de ellas le llamé unidades
epidérmicas de proliferacion (UEP), las cuales este autor sugirio6 como células
troncales. Las UEP podian dar origen a otras células, las cuales proliferaban de
manera rapida sin embargo no lo hacian por mucho tiempo, a estas células se les
[lamé transitoriamente amplificada (TA), que después de varias divisiones generaban
células que migraban a la capa suprabasal, lo que indicaba un inicio de la
diferenciacion, por tal motivo se les llamo células comprometidas a diferenciacion
temprana (ED por sus siglas en inglés) (13). Este modelo se fortalecié cuando
Barrandon et al. demostraron que queratinocitos humanos en cultivo tienen la
capacidad de formar colonias de origen clonal, las cuales fueron clasificadas de
acuerdo a su capacidad de proliferacién y densidad celular en: holoclonas (altamente
proliferativas), meroclonas (proliferacion limitada) y paraclonas (poco proliferativa).
La caracterizacion de estas clonas permiti6 determinar que posiblemente
correspondian a células troncales, células transitoriamente amplificadas y células
comprometidas a diferenciacion. Ademas se demostré que células de holoclonas

pueden transitar a meroclonas y estas a paraclonas de manera unidireccional (14).

La diferenciacion del epitelio escamoso estratificado es un proceso altamente
regulado, y depende principalmente de la homeostasis de las subpoblaciones celulares
de la capa basal (15). Uno de los mecanismos celulares sugeridos para la regulacion
de la diferenciacién, es un modelo de estructuracion jerarquica, en el cual el nivel
mas bajo o nivel ancestral corresponde a las células troncales. Estas células tienen la
capacidad de diferenciarse, sin embargo no lo hacen de manera espontanea. Tras
varias divisiones la célula troncal comienza un proceso de compromiso a la
diferenciacion, en otras palabras gradualmente pierde su troncalidad. Cuando este
paso ocurre la célula troncal da origen a una célula transitoriamente amplificada y
ésta a su vez origina a una célula comprometida a diferenciacion, y todo esto ocurre

de manera gradual (Figura 2 ) (16).
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Figura 2. Modelo jerarquico de diferenciacion epitelial. El epitelio escamoso
estratificado se compone de 4 capas divididas segln su estado de diferenciacion. Las
células de la capa basal son las encargadas de mantener la homeostasis. EI mecanismo
por el cual lo hacen es mediante divisiones simétricas y asimétricas, las cuales dan
origen a progenie que se diferencia de manera gradual con cada nueva generacion, por
lo que se va generando un epitelio con células organizadas jerarquicamente, en donde
el ancestro méas antiguo es la célula troncal. Esta célula es la Unica capaz de auto-
renovarse y es la Unica con potencial de proliferacion ilimitado. Imagen modificada
de Potten, 2002 (16).

Las células de la capa basal se diferencian de manera gradual (13,14,16,17). Sin
embargo, si todas las células se diferenciaran, la homeostasis se perderia, y
gradualmente terminaria en muerte celular. EI mecanismo por el cual se mantiene la
homeostasis y proliferacion de las células de la capa basal, esta mediado por las
células troncales ya que son las Unicas capaces de auto-renovarse o diferenciarse, es
decir, de dar origen a otra célula madre con el mismo nivel jerdrquico y potencial
troncal o a una célula més especializada (18). Esto es posible debido a que una célula
troncal es la Unica célula que puede dividirse de manera asimétrica, dando origen a
una celula hija troncal y una diferenciada de esta manera expandiendo la
subpoblacion de celulas diferenciadas sin agotar la subpoblacion troncal; la division
simétrica también ocurre en células troncales, sin embargo puede ocurrir de dos
manera: dar origen a dos células troncales (auto-renovacion), o dar origen a dos
células hijas diferenciadas (17-19). Por otra parte, las células transitoriamente

amplificadas y las comprometidas a diferenciacion, Unicamente pueden dividirse de



manera simétrica, dando origen a dos células hijas con un nivel de diferenciacion

mayor que la ancestral (Figura 2) (19).

Las células troncales juegan un papel fundamental en el mantenimiento y reparacion
de los tejidos, por lo que son un tema de estudio central debido a su potencial
terapéutico en medicina regenerativa, cancer, etc. (20,21). Las células troncales
epidérmicas se han tratado de aislar usando caracteristicas morfologicas, fisioldgicas
y mediante marcadores bioquimicos y moleculares, sin embargo en la actualidad no
se han logrado aislar completamente (12,15). Algunos de los criterios morfoldgicos
para identificar estas células es la relacion de la proporcion nucleo-citoplasma, ya que
en un modelo murino se demostrd que las células troncales presentan una proporcion
mayor del ndcleo con respecto al citoplasma (22). Otro criterio, y uno de los méas
empleados, es la capacidad de formar holoclonas y de auto-renovarse (14). Por otro
lado se ha demostrado que las células troncales son células en reposo (quiescentes) y
bajo ciertos estimulos son capaces de dividirse (23-25). Algunas proteinas se han
propuesto como marcadores de troncalidad en el epitelio escamoso estratificado. Por
ejemplo el factor de transcripcion p63 cuya expresion es alta en células con
caracteristicas de troncalidad, y su participacion es fundamental en el mantenimiento
del potencial proliferativo de las células de la capa basal, han sugerido a esta proteina
como un marcador de células troncales epiteliales (26,27). Otro factor candidato es
Bmi-1; es un gen de la familia polycomb y ha sido implicado en el mantenimiento de
células troncales de algunos tejidos, en la regulacion de la actividad de la telomerasa,
y recientemente se ha sugerido que también puede ser un marcador de ceélulas
troncales de queratinocitos (28). Por otro lado, aunque las citoqueratinas han servido
para el estudio del proceso de diferenciacion de queratinocitos, éstas se expresan
diferencialmente Unicamente cuando se trata de una capa diferente, es decir, en la
capa basal se expresan la citoqueratina K5 y K14 sin distincion alguna, y en la capa
espinosa comienzan a expresarse la citoqueratina K1 y K10 (12,29). No obstante
recientemente se ha reportado a la citoqueratina K15 como un marcador para
diferenciar células troncales de transitoriamente amplificadas (30). Sin embargo estos
marcadores no parecen ser los adecuados para aislar una poblacion troncal pura y

estudiarla posteriormente.



Recientemente se han desarrollado metodologias para el aislamiento y estudio de
células troncales de diferentes tejidos, mediante el uso de proteinas de superficie, las
cuales sirven como marcadores. Las moléculas de adhesion han sido utilizadas como
marcadores para separar las subpoblaciones de células de la capa basal. Las integrinas
son un ejemplo claro de moléculas de adhesion utilizadas para separar las
subpoblaciones de la capa basal. La proteina integrina 1, se reportd que puede
expresarse de manera abundante (“brillante”) en las células troncales, disminuida en
células transitoriamente amplificadas y casi de manera ausente en celulas
comprometidas a diferenciacion, por lo que se ha usado como un marcador para
células troncales (31). La Desmogleina 3 (Dsg3) es una proteina, expresada de
manera abundante en las uniones extracelulares. Se ha demostrado que células que
expresan bajos niveles de Dsg3 (Dsg3®™) presentan caracteristicas de troncalidad,
ademas Dsg3 combinado con el marcador integrina B1 permite identificar de manera
mas eficiente las células troncales con el fenotipo Dsg3*™B1”(32,33). Sin embargo
la combinacién de marcadores preferida en la actualidad, es la proteina de adhesion a
la membrana basal integrina a6 (I-a6) y el receptor de la transferrina CD71. La
primera se expresa de manera exclusiva en células de la capa basal, y se comienza a
perder su expresion cuando las células comienzan a diferenciarse (células
comprometidas a diferenciacién). Por otro lado CD71 es un marcador de
proliferacion. El uso de ambos marcadores tiene como resultado la separacion de las
tres subpoblaciones celulares de la capa basal. Esto se debe a que las células troncales
expresan de manera brillante I-a6 y CD71 de manera “disminuida”, puesto que se
encuentran fuertemente adheridas a la capa basal, y ciclan de manera esporadica; las
células transitoriamente amplificadas, expresan de manera abundante I-a6, pero
debido a que estas células proliferan rapidamente expresan de manera brillante a
CD71; por ultimo las celulas comprometidas a diferenciacion comienzan a perder
adhesion a la membrana basal, y pueden ciclar rapido o lento, por lo que expresan Ia-
6 disminuida y CD71 brillante o disminuido (Figura 3) (22,34,35). Estos marcadores
han tomado popularidad debido a su alta eficiencia para separar las subpoblaciones de
la capa basal (36), y son actualmente una herramienta invaluable para estudiar las

células troncales.
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1.5 Proteinas de VPH tipo 16 expresadas en células de la capa basal

Se ha sugerido que el papilomavirus puede acceder a las células de la capa basal
mediante la zona de transformacidn o por lesiones cervicales en donde se exponen
dichas células (37,38). En la matriz extracelular de estas células existen moléculas
como los heparan sulfato proteoglicanos (HSPGs) los cuales se ha demostrado
interacttan con la proteina L1. Ademas los HSPGs son capaces de interactuar con
diferentes moléculas necesarias para la internalizacion del virus a la célula huésped
(7,10,39). El complejo protéico a6/p4 Integrina Se expresa de manera abundante en
células de la capa basal, y se ha sugerido que puede ser un receptor secundario para la
internalizacion del virus (39,40). Por otro lado se presume que estos complejos de
unién permiten la internalizacion del virus por la via de clatrinas, caveolinas, balsas

lipidicas etc. (39).

Las proteinas E1 y E2 son esenciales para la etapa de mantenimiento y replicacion del
genoma. La proteina E2 tiene la funcion de factor de transcripcion (TF por sus siglas

en inglés), ya que se ha observado, puede regular la transcripcion de los genes virales



por medio de varias secuencias de union localizadas en la LCR. De la misma manera
E2 regula la replicacion del genoma ya que en la LCR existe una secuencia de origen
de replicacion la cual contiene unas secuencias adyacentes de union para E1 y E2, y
se ha descrito que E2 puede reclutar a E1 a su sitio de union comenzando asi la
expansion del genoma (40) (Figura 1).

Las células inicialmente infectadas por el VPH son pertenecientes a la capa basal, por
lo que tienden a diferenciarse y la célula en mayor grado de diferenciacion tiende a
bajar la expresion de los factores necesarios para la replicacion viral. EI VPH-16
puede abatir este problema mediante la expresion de la proteina viral E7 cuya funcion
es inhibir a Retinoblastoma (Rb) provocando un incremento de los factores necesarios
para la replicacion viral. Aungue altos niveles de E7 inducen la expresion de p53
cuya actividad es normalmente inhibir el crecimiento y puede producir apoptosis, la
proteina viral E6 inhibe a p53 y de esa manera el virus puede mantener bajo control
las condiciones celulares propicias para la replicacion viral (Figura 4). Por otra parte
una expresion alta de la proteina E2 mantiene baja la expresion de E6 y E7 mediante
la regulacion de la region promotora de los genes tempranos (Figura 1), lo que hace

posible la diferenciacion de las células de la capa basal (41).
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Figura 4. Ciclo viral de VPH 16. La expresion diferencial de proteinas virales en las
capas del epitelio, cumple una funcion importante para el ciclo viral como muestra la
figura B, la cual indica la funcion principal de las diferentes proteinas indicadas en la
imagen A(37).



Los genes tempranos E1, E2, E4 y E5 son policistronicos y se expresan en la fase
temprana de la infeccion, ademas se cree que lo hacen prioritariamente para la
expansion y el mantenimiento de los episomas (37). Una proteina producto del gen
E4 cuya funcién es poco conocida se acumula en la superficie de los queratinocitos,
en donde se lleva a cabo la expresion y ensamblaje de las proteinas de la cdpside L1y
L2. Ademaés, se ha descrito que E4 interactla con el citoesqueleto y la citoqueratina,
por lo que se ha sugerido que la proteina E4 puede alterar la queratinizacion y generar
un colapso celular y favoreciendo el ensamblaje del virus. También se ha visto que
E4 secuestra al complejo Cilinal/CDK1 promoviendo la inhibicion del ciclo celular
en G2/M, sin embargo, las implicaciones de esta relacion han sido poco estudiadas
(42). Por ultimo, se forman lo viriones y son liberados nuevamente en la superficie

del epitelio en donde puede empezar la infeccion nuevamente.

El VVPH tipo 16 contiene 2 oncoproteinas principales: E6 cuya funcion principal es la
de inhibir a P53 y de esta manera inmortalizar a la célula, y la proteina E7 que
promueve la progresion del ciclo celular por medio de la inhibicién de Rb. E5 ha sido
también considerada como una tercera oncoproteina viral y su funcion méas conocida
es la de potenciar las sefiales mitéticas por medio de la dimerizacion del Receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR por sus siglas en inglés) (42). Sin
embargo, las funciones de E5 ain no son comprendidas por completo y es importante

su estudio por las razones que se discutiran mas adelante.

1.6 La proteina E5

Muchos, pero no todos los papilomavirus codifican proteinas E5. Las proteinas E5 de
todos los papilomavirus que la poseen, tienen un tamafo pequefio (40-85
aminoéacidos), son altamente hidrofébicas y contienen dominios transmembranales
(43). El papel que desempefia esta proteina en el ciclo replicativo del virus es
desconocido. Sin embargo, se cree que potencia la infeccion y participa en los
procesos de carcinogénesis (44). Las proteinas més estudiadas son las pertenecientes
al virus del papiloma bovino tipo 1 (VPB-1) y al virus de papiloma humano tipo 16.
No obstante la proteina E5 de VPB-1 ha sido la mas estudiada, y se sabe que es la

oncoproteina mas importante de este virus. Por otra parte, la proteina E5 de VPH-16
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es menos conocida y parece jugar un papel secundario en el proceso de
transformacion. Sin embargo los estudios indican que estas proteinas de ambos virus

inducen efectos similares (45,46).

La proteina E5 del VPB-1 ha sido el modelo de estudio para dilucidar los
mecanismos moleculares de carcinogénesis inducidos por las proteinas E5 de otros
papilomavirus, entre ellas la proteina E5 de VPH-16. EI VPB-1 es el principal agente
etiologico de mdltiples neoplasias en diferentes tejidos y especies (43). Esta proteina
puede afectar multiples vias de sefializacion, muchas de ellas mitogénicas, las cuales
se han sugerido como el mecanismo principal de transformacion (44). La via por
excelencia afectada por E5 de VPB-1 es la via del Receptor del Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas B (R-PDGF ). Esta via se encuentra

sobreactivada en presencia de E5 y en ausencia de su ligando (PDGF), sin embargo,

si necesita de la actividad tirosina cinasa del receptor para encender la via (47). El
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) también es uno de los
blancos de E5, sin embargo el mecanismo de activacion independiente del ligando no
es tan marcado como en el R-PDGF B, no obstante en presencia del ligando la via de
sefializacion se sobreactiva (48). Lo anterior ocurre debido a una desregulacién en la
degradacion de EGFR, lo cual es atribuido a la capacidad de E5 para inhibir a una
ATPasa-H" vacuolar mediante su interaccion con la unidad 16K de esta enzima (49).
Esta inhibicion impide la degradacion del EGFR por falta de acidificacion en los
endosomas, y promueve el reciclamiento del receptor a la superficie, lo cual termina
en una activacion sostenida de la via. Sin embargo, en ambos receptores existe cierta
independencia al ligando cuando esta presente E5 y es debido a la forma de
interactuar con los receptores (50). Por otro lado, se ha demostrado que E5 de VPB-1
puede afectar vias como PI3K “rio abajo” de R-PDGF  sin la participacion de este
receptor (51), no obstante, el mecanismo por el cual sucede esto no esta totalmente
esclarecido. Por ultimo, se ha sugerido que E5 produce la alcalinizacion del aparato
de Golgi, posiblemente afectando el procesamiento de cientos de proteinas que

pueden contribuir al proceso de transformacion (52).
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1.6.1 La proteina E5 de VPH tipo 16

La proteina E5 de VPH-16 es una proteina de 83 aminoacidos con un peso
aproximado de 10 kDa; tiene tres regiones hidrofobicas que le permiten el anclaje a
membranas (Figura 5) (42,53,54), y se ha demostrado que la primera region es

probatdity

transmemtiare irsige ntsge

Figura 5. Estructura y regiones hidrofobicas de la proteina HPV16 E5. A)
Modelado de la estructura terciaria la cual contiene 3 hélices alfa altamente
hidrofobicas (39). B) Prediccion de regiones hidrofébicas de la proteina la cual
indica que el amino-terminal esta en el citosol (TMHMM Server v. 2.0).

esencial para el anclaje en la membrana plasmatica, reticulo endoplasmico y aparato
de Golgi (55), pero las tres regiones permiten la homdimerizacion y oligomerizacion

con diferentes proteinas (56).

El gen E5 de VPH-16 ha sido poco estudiado, sin embargo se le han atribuido
diversas funciones que afectan multiples funciones celulares (43,44,57). Se ha
observado por ejemplo, que afecta la dindmica y composicion de lipidos y proteinas
de las membranas celulares (58,59), lo que posiblemente provoca una disminucion al
estrés osmatico (60). Por otro lado, una de las moléculas de superficie afectadas por
E5 es el complejo principal de histocompatibilidad clase I (MHC-I), el cual es
retenido en el reticulo endoplasmico mediante la formacion de un complejo ternario
E5-calnexina-MHC-I (61). Esta disminucion provoca una evasion de la respuesta
inmune mediada por células T CD8 (61), lo que sugiere que E5 podria estar
involucrada también en la infeccién persistente por el VPH-16. La comunicacion

celular también se ve disminuida por la regulacién de E5 sobre la expresion y
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activacion de la conexina 43 (62,63). Los ejemplos anteriores muestran un panorama
del impacto de E5 sobre los procesos celulares, sin embargo no son precisamente los

mas destacados por favorecer la progresion del cancer.

E5 de VPH-16 por si misma puede transformar lineas celulares de fibroblastos (64), y
puede cooperar en el proceso de inmortalizacion de queratinocitos (65). Ensayos in
vivo demuestran que E5 puede inducir hiperplasia (66), y la expresion prolongada de
la proteina puede llegar a inducir neoplasia, mientras que al cooperar con las
proteinas E6 y E7 promueve un forma de cancer més agresiva (67). Estas evidencias
demuestran la participacion de E5 en los procesos de carcinogénesis inducidos por el
VPH-16. Sin embargo, E5 por si misma no puede promover estos efectos, ya que en
todos los casos reportados se requiere de la presencia del EGFR y de su ligando el
EGF.

Se ha sugerido que E5 de VPH-16 impacta en multiples funciones celulares mediante
la alteracion de vias de sefializacion (44). La mas importante y la mas estudiada es la
via del EGFR. Se ha demostrado que E5 de VPH-16 puede incrementar la actividad
del EGFR de manera dependiente de su ligando (46). Ademas, también se ha
observado este efecto en heterodimeros de EGFR-ErbB2 a través de la actividad
cinasa de EGFR, lo que indica que E5 puede modular la actividad de los receptores
de la familia del EGF (68). Se ha descrito que la proteina E5 promueve el
reciclamiento del EGFR, impidiendo su degradacion por medio de su unién con la
subunidad de 16kDa de la V-ATPasa la cual inhibe su actividad (44). Sin embargo, el
mecanismo preciso por el cual el EGFR se recicla a la superficie es un tema de

discusion, ya que se han sugerido diferentes mecanismos (69-71).

La fosforilacion del EGFR puede activar mdltiples vias de sefializacion, por lo cual
E5 puede afectar también estas vias. Se ha demostrado que E5 de VPH 16 puede
proteger a queratinocitos de la apoptosis provocada por radiacion UV, mediante las
vias de PI3K/Akt y MEK-ERK1/2. Estas vias inhiben blancos apoptéticos que
incluyen a BAD, Caspasa 9, NF-kB y CREB, asi como también activan proteinas

antiapoptéticos como Bcl- XL y Bcl-2 (72). E5 también contribuye a la progresion
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del ciclo celular por medio de la via de las MAPK (73) En un estudio realizado por
Kim S.H. et al, se evidenci6 que los niveles de fosforilacion del EGFR son
directamente proporcionales a los niveles de E5, demostrando ademas que EGFR
puede inducir un incremento en los niveles de proteina y mRNA del Factor de
Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF por sus siglas en inglés) por medio de la via
de sefalizacion de MEK-ERK1/2 y PI3K/Akt (74). Los datos sugieren que E5 puede
activar indirectamente otras vias de sefializacion que favorecen procesos de

carcinogeénesis (Figura 6).
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Figura 6. Vias de sefializacidn afectadas por la proteina E5. La proteina E5 puede
potenciar varias vias de sefializacion, relacionadas con proliferacidn, angiogénesis y
resistencia a la apoptosis. En la imagen se muestran algunas de las vias afectadas por
E5 siendo la mas importante la via del EGFR por su capacidad de regular diversos
procesos celulares (44).

E5 de VPH-16 no solo afecta vias “rio abajo” del EGFR, también se ha descrito que
E5 puede alterar vias de sefalizacion relacionadas con el estrés del Reticulo
Endoplasmico como es el caso de la inhibicion de ciclo-oxigenasa-2 (COX-2), XBP-1
e IREla que favorecen la replicacion viral (75). Ademas, se ha visto que E5 puede
inducir la expresion de uno de los receptores de prostanglandina E2 (PEG2) que se
une a los factores de transcripcion CREB/CRE, los cuales se unen al promotor del

gen AP4 que activa a PI3K y el VEGF (44). Por otro lado como ya se mencion6 E5
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puede potenciar vias de sefializacion de receptores de la familia EGF a través de la
formacion de heterédimeros (68). También puede potenciar la sefial de algunos
receptores de la familia de los factores de crecimiento ligados a receptor endotelial
acoplado a proteinas G (ETa), un ejemplo de una patologia de los efectos de la
potenciacion de estos receptores es la psoriasis que es un desorden inflamatorio y de
hiperproliferacion de los queratinocitos en la piel provocado por la activacion cronica
de receptor ET-1, esto sugiere que EGFR y ETa pueden amplificar el efecto de la
proliferacion (44). Sin embargo, no todos los efectos de E5 impactan en los
mecanismos que llevan a céncer, también afecta cientos de genes involucrados con
adhesion, proliferacion, angiogenesis, diferenciacion, etc. Muchos de ellos son

regulados en gran parte por la via del EGFR (Figura 6) (76).

1.7 Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico

La familia de los Receptores Tirosina Cinasas (RTKSs, por sus siglas en inglés) son
componentes importantes para la comunicacion celular y juegan un papel relevante en
el desarrollo embrionario, homeostasis en adultos, diferenciacion y movilidad celular.
Los RTKSs tienen intrinsecamente un dominio de proteina Tirosina Cinasa, el cual
permite la autofosforilacion. Los RTKs comUnmente se activan con la union de un
ligando, lo cual induce la formacion de dimeros u oligdbmeros. Algunos de los
receptores perteneciente a esta familia son: Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), Receptor de Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas, Receptor de Factor de Crecimiento de Fibroblastos, Receptor
de Factor de Crecimiento Vascular Endotelial, Receptor de Factor de Crecimiento de

Hepatocitos, Receptor de Heparinas y Receptor de Insulina (77).

El EGFR es miembro de una subfamilia de los RTKs, en vertebrados conocida como
ErbB y en humanos como Her; cuatro miembros componen esta familia: EGFR
(ErbB1, Herl), Neu (ErbB2, Her2), ErbB3 (Her3), ErbB4 (Her4) (Figura 7). La
estructura principal de estos receptores consta de un dominio extracelular, un dominio
transmembranal Gnico y un domino intracelular (78-80). Cada receptor puede ser
activado por varios ligandos, los cuales pueden activar diferencialmente vias de

traduccion de sefiales (81).
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El receptor de EGF es una proteina cuyo peso molecular se encuentra alrededor de
180 Kilo Daltones (KD). El amino terminal se encuentra la region extracelular, la
cual contiene el dominio de unién al ligando, alrededor de doce sitios de glicosilacion
y 51 residuos de cisteina los cuales estan organizados en dos regiones (aminoacidos
en la posicion (A.P.) 132-313, 446-612) que forman dos estructuras globulares con un
bucle entre ellas el cual funciona como sitio de union del ligando. La region
transmembranal consta de 50 aminoacidos y el carboxilo terminal ubicado en la
region citoplasmatica presenta el dominio catalitico RTK (A.P. 694-940) (78), asi
como sitios de autofosforilacion, siendo los mas importantes las tirosinas 1068, 1148
y 1173 (82).
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Figura 7. Receptores de la familia ErbB. Los cuatro miembros de esta familia
EGFR (ErbB1), ErbB2, ErbB3, ErbB4; conservan una estructura caracteristica que
consiste en tres dominios principales: Dominio extracelular, intracelular y
citoplasmatico. Con excepcion de ErbB2 en el dominio extracelular se encuentra el
sitio de union al ligando (flechas negras), en circulos punteados se indica el sitio de
dimerizacion para cada uno de los receptores. En la parte citoplasmatica se encuentra
el dominio RTK el cual necesita de ATP para su funcionamiento, las flechas indican
el sitio de union d ATP (80).

Existen seis ligandos conocidos del EGFR: neuregulina (NRG), amfiregulina (AR),
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epiregulina (EPI), B-celulina (B-Cel), heparina-ligada-EGF (HB-EGF) y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF); la union de estas moléculas al EGFR inducen la
formacion de homodimeros o heterodimeros, que a su vez activan diferentes vias de
sefializacion (83). Aunado a lo anterior, diferentes sitios de fosforilacion sirven para
el reclutamiento de proteinas de sefalizacion “rio abajo”, asi como tambien de
enzimas y proteinas adaptadoras, las cuales forman parte importante de la regulacion
de las cascadas de sefializacion que se generan con la activacion del receptor (77).

1.7.1 Vias de sefalizacion del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico

Los receptores de la famila ErbB como el EGFR, pueden encender varias vias de
sefializacion como la via de las MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinases)-Akt/PKB (Protein Kinase B) y PLC ( Fosfolipasa
C)-PKC (Protein-Cinasa C) las cuales regulan procesos celulares como proliferacion,

diferenciacion, movilidad, adherencia y supervivencias celular (Figura 8) (84,85).
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Figura 8. Via de sefalizacion del EGFR. La via de sefializacion inicia con la union
del ligando al receptor, posteriormente el receptor pude formar un homodimero o un
heterodimero, esto provoca multiples fosforilaciones, las cuales reclutan diferentes
proteinas que iniciaran cascadas de sefializacion de vias como las MAPK, STATS,
PLCyy PI3K (85).
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La via de las MAPK al igual que los receptores de la familia ErbB es altamente
conservada en organismos eucariontes como levaduras, nematodos, invertebrados y
mamiferos. En mamiferos se han identificado cinco familias: Cinasas Reguladas por
Sefales Extracelulares (ERK1 y ERK2), Jun N-terminal Cinasas (JNK1, JNK2 y
JNK3), P38 Isozimas Cinasas (p38a, p38f, p38y y p385), ERK3/ERK4, y ERKS5 (86).
Las MAPK pueden ser activadas por diferentes estimulos, como factores de
crecimiento, citocinas inflamatorias, agonistas de receptores acoplados a proteinas G
y estrés; los cuales pueden activar tres niveles de diferentes cascadas de sefializacion
que inicia con la activacion de una MAPKKK (MAPK Kinase Kinase), que a su vez
activa a una MAPKK (MAPK Kinase) y esta a una MAPK (87).

El EGFR pude activar la via clasica de ERK1/2 (MAPK) en respuesta a estimulos por
factores de crecimiento los cuales permiten la autofosforilacién del EGFR. La
fosforilacion de las tirosinas 992, 1068, 1086, 1148 y 1173 son indispensables para la
activacion de ERK1/2, su funcion es anclar a la proteina GRB2 mediante su dominio
SH2 (88). La interaccién ocurre de manera directa (GRB2-EGFR) en las tirosinas
1068 y 1086, siendo la primera el sitio de union por excelencia; las tirosinas 992,
1148 y 1173 reclutan indirectamente a GRB2 por medio de otra proteina adaptadora
llamada SHC (13). Posteriormente GRB2 mediante el domino SH3 interactia con
SOS (un factor intercambiador de guanina) el cual consecutivamente es reclutado
cerca de la membrana por una proteina G llamada Ras, promoviendo asi el
intercambio de GDP a GTP. En consecuencia Ras-GTP se une a Raf (MAPKKK), la
cual una vez activa, puede fosforilar residuos de serina en el “loop” de activacion de
MEK1/2 (MAPKK). La forma activa de MEK1/2 puede fosforilar residuos de treoina
y tirosina de ERK1/2 (MAPK). ERK1/2 fosforilado activa factores de transcripcion
que incluyen a Spl, E2F, Elk-1, AP-1; los cuales regulan la expresion de genes
involucrados en procesos celulares como proliferacion, migracion y diferenciacion
(Figura 8) (90).

La via de PI3K/Akt 6 PI3K/PKB es activada por estimulos como hormonas y factores
de crecimiento mediante receptores de superficie como el EGFR (91). PI3K

constituye una familia de cinasas de lipidos, la cual puede fosforilar anillos inositol
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de fosfolipidos en el grupo 3'-OH. Los PI3Ks de clase 1 son heterodimeros,
formados por una unidad catalitica p110 y una unidad adaptadora p85 (92). PKB o
mejor conocida como Akt es una cinasa de serina y treonina, la cual pertenece a la
superfamilia de las cinasas "AGC"; son proteinas evolutivamente conservadas, en
mamiferos existen tres isoformas PKB ( a, B, y; Aktl, 2, 3) (93). Las tres isoformas
de PKB comparten los mismos dominios estructurales: un amino terminal con
homologia a pleckstrina (PH), un dominio central cinasa y un carboxilo terminal de

regulaciéon el cual contiene un motivo hidrofébico (HM) (94).

En mamiferos la activacion de la via de PI3K/Akt es altamente regulada por multiples
pasos, y puede ser activada por el EGFR, como ocurre con las MAPK (95). La
cascada de sefalizacion inicia cuando PI3K se une al EGFR fosforilado mediante
p85, lo que permite un cambio conformacional en la unidad catalitica p110, la cual
posee un amino terminal con dominio de unidn a Ras, que permite la interaccion con
el complejo Shc-Grb2-SOS-Ras, esto resulta en la potenciacion de la via PISBK/PKB;
sin embargo en células quiescentes no ocurre esta interaccion, y la via esta activa de
manera moderada (94,96). La forma activa de pll0, puede convertir el
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3). Akt
se une a PIP3 en la membrana y lo hace mediante el dominio PH; esta interaccion
permite el acceso de la cinasa dependiente fosfatidilinositol 1 (PDK1) al “loop” de
activacion de Akt, lo que resulta en la fosforilacion de este y por consiguiente la
activacion de Akt (Figura 8) (92,93,95-97). La regulacion de esta activacion es
dependiente de la disponibilidad de PIP3, la cual esta mediada por PTEN, una
fosfatasa con la capacidad de retirar el grupo fosfato en la posicion 5' del PIP3, de tal
manera que se genera PIP2 y disminuye la capacidad de activaciéon de Akt (94), que
en su forma activa puede regular genes implicados en metabolismo, proliferacion,

crecimiento, angiogénesis, apoptosis (98).

1.7.2 Internalizacion del EGFR

La unién del ligando al EGFR resulta en la activacion de multiples cascadas de
sefializacion, y posteriormente ocurre un mecanismo complejo de internalizacion que

puede llevarlo a tres destinos diferentes: degradacion, reciclamiento, y translocacion
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nuclear (Figura 9) (99). El proceso inicia con la fosforilacién del EGFR en la tirosina
1045 (100), la cual es indispensable para el reclutamiento de la ubiquitin-ligasa Cbl,
que puede ubiquitinar residuos de lisina (101). La ubiquitina sirve como sefial de
internalizacion y degradacion. El destino que se tome depende de multiples factores,
como la estabilidad del complejo activo (83), la afinidad del tipo de ligando por el
receptor (102,103), y la concentracion del ligando (100,104).

Dos rutas procesan la endocitosis del EGFR, la mas conocida es la endocitosis
dependiente de clatrinas (EDC) la cual involucra la participacion de las proteinas
clatrinas, que son el componente principal de vesiculas; la otra via es la endocitosis
independiente de clatrinas (EIC), que principalmente depende de balsas lipidicas ricas
en colesterol (105). Se ha demostrado que la via EDC favorece el reciclamiento del
EGFR (100,104) y a su vez que la via del EDC es favorecida por bajas
concentraciones del ligando, por el contrario concentraciones altas de ligando inducen

la degradacion (104).

O
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Figura 9. Proceso de internalizacion del EGFR. La activacion del receptor conlleva
a la internalizacion del EGFR, la cual una vez formado el endosoma puede tener 3
destinos diferentes: degradacion, reciclamiento o translocacion nuclear (99).

Por otro lado, hemos mencionado que el destino del receptor también depende de la
afinidad del ligando al receptor. Lo anterior es debido a que una vez que comienza el
proceso de internalizacion, el endosoma temprano se acidifica gradualmente y la
afinidad de la interaccién ligando-receptor es dependiente del pH. Una baja afinidad

permite la disociacion del complejo ligando-receptor en el endosoma temprano, esta
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disociacion promueve el reciclamiento del receptor a la superficie. Por lo contrario
cuando la afinidad es muy alta, el complejo es dificil de disociar, promoviendo la
maduracion del endosoma temprano a uno tardio, lo que finalmente desencadena la
degradacion del receptor (106). Este proceso de degradacion del EGFR esta mediado
por la enzima ATPasa (H") Vacuolar (V-ATPasa). Esta enzima es un complejo
multiproteico, el cual produce el intercambio de iones hidronio al interior del
endosoma. Cuando el EGFR se fosforila, ademés de liberar cascadas de sefializacion
e iniciar su internalizacion, también recluta a las proteinas del complejo V-ATPasa
(H") para iniciar el proceso de acidificacion endosomal. Es por eso que el papel de la
V-ATPasa (H") es esencial en la regulacion de la activacion de la via del EGFR (107).
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HaCaT

HaCaT-ES

2 ANTECEDENTES

La proteina E5 de VPH 16 induce potencialmente la via de sefializacion del EGFR
dependiente de ligando. Uno de los mecanismos por los que lo hace es inhibiendo a la
V-ATPasa (H", resultando en un incremento en el reciclamiento del EGFR a la
membrana (44). Aunado a esto, se ha demostrado que el EGFR juega un papel
importante en la homeostasis de las subpoblaciones celulares de la capa basal del
epitelio escamoso estratificado por medio de vias de sefializacién “rio abajo”, por
ejemplo PI3K/Akt y ERK1/2 (108). En el grupo de investigacion Reveles Espinoza,
observé un aumento en la poblacion a6-1*"CD71°™ en cultivos de células HaCaT
transducidas con el gen E5. Esto demuestra que E5 podria estar jugando un papel
importante en la regulacion del destino celular promoviendo la auto-renovacion
(Figura 10) (109).
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Figura 10. Analisis de subpoblaciones de la Subpoblacién No a6™"'/CD71%"
linea celular HaCaT y HaCaT E5 VPH-16. Se ]
observa un incremento maximo de la poblacion
troncal en las celulas HaCaT transducidas con el
gen E5 de HPV 16 a los 12 dias post-infeccion.
Las células control fueron transducidas con el
fragmento LacZ-a del gen LacZ, estas células
no mostraron un cambio significante en la
poblacién troncal.

Abundancia Relativa

22



Un experimento en ratones transgénicos que expresan el gen E5 de VPH tipo 16,
demostrd que el EGFR es necesario para inducir hiperplasia, observandose ademas un
incremento en el grosor de la capa basal del epitelio de estos ratones, lo que indica
que E5 podria modificar la homeostasis de la capa basal del epitelio escamoso
estratificado mediante la via del EGFR (110).

PI3K es una molécula de sefializacion “rio abajo” del EGFR vy est4 involucrada en
procesos celulares de crecimiento, proliferacion, autofagia etc. (111). Un estudio
realizado en queratinocitos primarios de humano, demostré que la sobre-expresion de
PI3K inhibe la fase temprana de la diferenciacion, mientras que un decremento
conduce a la perdida de adhesion celular y una diferenciacion temprana (112).
Adicionalmente un estudios reciente, demostr6 por medio de un andlisis por
microarreglos que la proteina E5 de VPH 16 afecta la expresion de genes
involucrados en la adhesion celular, movilidad y proliferacion. En este anélisis se
observd la sobre-expresion de varias cinasas, incluyendo a la Fosfoinositol-3-Cinasa
(PI3K por sus siglas en inglés) (76), lo que sugiere que E5 puede estar afectando

procesos regulados por PI3K involucrados en la diferenciacion.

En un ratén transgénico para Akt se demostrdé que la sobre-activacion de esta via
(PI3K/AKkt) provoca hiperplasia y proliferacion de células progenitoras epidérmicas;
en dicho reporte también se menciona que células embrionarias de raton y primate
con Akt que posee una mutante dominante positiva, mantienen su estado de
troncalidad (113). Por otro lado se ha demostrado que en células HaCaT que expresan
E5 de VPH 16 existe un incremento en la expresion y actividad de Akt, al igual que
de PI3K (76); esto refuerza la idea de que E5 puede regular procesos de auto-

renovacion y diferenciacion por medio de PI3K/Akt.

La proteina p63 es un homélogo de p53 y se ha demostrado que se expresa
unicamente en la capa basal de epitelio escamoso estratificado, y juega un papel
fundamental en procesos de auto-renovacion (27). Ademas se ha observado que la
actividad de p63 aumenta por la activacion de la via de sefializacion del EGFR a
través de PI3K/AKkt.
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En células HaCaT que expresan E5 se ha demostrado una sobre-expresion de p63;
dicho comportamiento le ha sido atribuido a la disminucién del micro RNA miR-203
el cual inhibe la expresion de p63 (114). Sin embargo no se ha descrito el mecanismo
preciso, ni se ha considerado la manera en que el EGFR puede contribuir al

mantenimiento de la troncalidad por medio de p63.

El EGFR induce varias vias de sefalizacion principalmente PI3K/Akt vy
MEK/ERK1/2. La activacion de la via de las MAPK tiene como resultado un
reacomodo del citoesqueleto, el cual favorece la formacion de colonias de holoclonas,
que corresponden a células troncales. También se ha observado que la inhibicion de
esta via promueve la expresion de marcadores de diferenciacion, lo que indica que
posiblemente esta via juega un papel importante en el mantenimiento de la

subpoblacion troncal del epitelio (115).

La fuerte activacion de la via de sefializacion del EGFR provocada por E5 de VPH 16
puede activar diversas rutas relacionadas con el auto-renovacion y diferenciacion. Las
evidencias mencionadas sugieren fuertemente que el aumento en la poblacion troncal
de células HaCaT E5 observada en nuestro grupo de trabajo, puede ser debido a la via
de sefializacion EGFR. Sin embargo el mecanismo por el cual sucede esto es aun
desconocido, y existen otras vias de sefializacién que estan involucradas en los
procesos de diferenciacién. Sin embargo interesantemente las evidencias indican
fuertemente que el EGFR es el mejor candidato para explicar la expansion en la

poblacién troncal de células HaCaT transducidas con el gen E5.
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3 JUSTIFICACION

EL cancer cérvico uterino (CaCU) es un problema de salud publica en México y en el
mundo, mas del 50% de los casos de CaCU es causado por el Virus de Papiloma
Humano (VPH) tipo 16. EI VPH necesita de la diferenciacion del epitelio para
generar progenie, por lo que inicia infectando células de la capa basal. Las células
troncales forman parte de esta capa, y se ha sugerido que la infeccidn de estas células
podrian comienzar el proceso de carcinogénesis. La proteina E5 de VPH 16 es una
oncoproteina que se expresa en células de la capa basal tras la infeccion, e incrementa
la activacion de multiples vias de sefializacion involucradas en procesos de
diferenciacion y auto-renovacion. Una de estas vias es la del EGFR la cual se sabe
que E5 potencia mediante el reciclamiento del receptor. Observaciones en nuestro
grupo de investigacion indican, que E5 promueve un incremento de la poblacion
troncal en células HaCaT, sin embargo los mecanismos moleculares por los cuales E5
promueve la auto-renovacion son desconocidos y es necesario dilucidar los
mecanismos moleculares por los cuales el VPH favorece el proceso de

carcinogénesis.

4 HIPOTESIS

La proteina E5 del Virus de Papiloma Humano tipo 16 afecta los procesos de auto-
renovacion y diferenciacion en la linea celular de queratinocitos inmortalizados

HaCaT, mediante la via de transduccién de sefiales del EGFR.
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5 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la expresion del gen E5 de VPH16 sobre vias de sefalizacion
reguladas por el EGFR relacionadas con auto-renovacion y diferenciacion en la linea
celular de queratinocitos inmortalizados HaCaT.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Generar un sistema que permita la expresion estable del gen E5 de VPH16 en
la linea celular HaCaT mediante el uso de un vector lentiviral.

2. Evaluar la participacion del EGFR en los procesos de auto-renovacion y
diferenciacion temprana en la linea celular HaCaT E5 VPH-16.
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7 Estrategia Experimental

La estrategia experimental utilizada para el desarrollo del trabajo se esquematiza en el
siguiente diagrama.

Transduccion Titulacién de
celular € lentivirus

Células HaCaT

=> E5VPH-16 ﬂ

Células HaCaT Privacion de Estimulo con
—> LacZ-a =>»| SueroFetal [ EGF por48
(control) Bovino 24 horas
Células HaCaT ‘
wt
Y. \ 4

Analisis del Estado

de Activacion de la

Via del EGFR por P>

Western Bloty RT
PCR

Analisis de
Subpoblaciones
por Citometria

de Flujo

Figura 11. Estrategia experimental que se sigui6 para cubrir el objetivo general
propuesto.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Cultivo celular y tratamientos.

El modelo experimental utilizado para el presente trabajo fue la linea celular HaCaT,
proporcionada por el Dr. Norbert Fusening, la cual es de origen epitelial extraida de
una biopsia de la periferia de un melanoma localizado en la espalda de un paciente
masculino de 62 afios. Esta linea celular se sugiere que es de origen clonal,
inmortalizada pero no transformada, no tumorigénica, libre de genomas de VPH y
capaz de diferenciarse de manera terminal, por lo que es un buen modelo para el
estudio de procesos de diferenciacion celular (116). Ademas, esta linea celular
expresa receptores de la familia del EGFR, tales como el EGFR, ErbB2 y ErbB3 los
cuales pueden formar heterodimeros y responder a diferentes ligandos (117). Esta
linea celular se cultivo en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) alto en
glucosa (Sigma D5648-1L), el cual se suplement6 con 44mM de carbonato de sodio
(NaHCO3) (Sigma) y 10 mM de HEPES (Sigma), a pH 7.2. Posteriormente, se
suplementd una alicuota de uso continuo con 50U/ml de penicilina -50U/ml de
estreptomicina (Gibco) 2mM de Glutamina (Sigma), 1mM de piruvato de sodio
(Sigma), y se agrego 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco 16000-044) fresco
directamente al cultivo. Las condiciones de incubacion fueron 37°C en atmosfera
himeda con 5% de CO,. Para los experimentos de sobre-activacion de la via del
EGFR, las células HaCaT [wt, LacZ-a (control), E5 VPH-16] se cultivaron en medio
DMEM estandar, con 10% de SFB, a una densidad aproximada de 7600cels/cm?, las
cuales al final del tratamiento alcanzaron el 80% de confluencia. Se incubaron 20-24
hrs a 37°C con atmosfera himeda y 5% de CO,. Posteriormente, se retiré el medio
con una trampa de vacio y se hicieron dos lavados con PBS, por ultimo se agrego
medio DMEM estandar fresco sin SFB. Se incubaron 24 hrs a 37°C con atmdsfera
himeda y 5% de CO,. Después de la privacion de SFB se utilizan dos condiciones de
tratamiento las cuales se hicieron de forma paralela. Primero se retird el medio y se
lavé la monocapa con PBS, posteriormente a una caja de cultivo se agregé medio
DMEM estandar sin SFB, por otro lado a otra caja se agregé medio DMEM estandar

suplementado con 10ng/ml de Factor de Crecimiento Epidérmico recombinante
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(fEGF) (Gibco 10450-013). Se incubé por 48 hrs a 37°C en atmésfera hiimeda con
5% de CO..

8.2 Transduccion celular y titulacion de lentivirus.

Un sistema lentiviral de tercera generacion fue utilizado para transducir células
HaCaT. Este tipo de vector lentiviral (tercera generacion) tiene un nivel de
bioseguridad muy alto, pues el disefio del vector elimina genes patdgenos,
involucrados con la replicacion del virus e incapacita la reactivacion del virus.
Ademas algunas de las ventajas de usar un sistema lentiviral es la integracion del
transgen en el genoma de la célula huésped, creando asi una expresion estable del
mismo. Por otro lado poseen la proteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G)
en la capside, la cual le da un mayor tropismo a las particulas virales. Por Gltimo los
lentivirus son los Unicos virus capaces de infectar células en reposo, a diferencia de
los demas los cuales necesitan de células en divisidn para poder transducir las células
(118-124). Esta caracteristica es muy importante cuando se requiere trabajar con
células troncales, ya que se ha demostrado que se dividen de manera esporadica, y la
mayor parte del tiempo estan en quiescencia (23-25).

Las células HaCaT se infectaron con 1 MOI (Multiplicity of Infection). Una MOI es
el nimero de particulas virales infectivas por nimero de células. Para determinar la
cantidad necesaria de virus para infectar las células con una MOI, es necesario

conocer el titulo viral, para lo cual se utilizo el siguiente protocolo:

Se sembraron células HaCaT a una densidad de 6,000 cels/cm?, aproximadamente
57,700 células por pozo de una placa de 6 pozos. Se incubaron 24 hrs a 37°C en
atmosfera humeda con 5% de CO,. Se prepararon diluciones seriadas del stock del
virus, partiendo de una dilucién de 10 hasta 10°®. Para realizar la primera dilucién
(10®) se tomaron 10p! del stock de virus y se diluyeron en 990pl de DMEM estandar
con 10% de SFB. Posteriormente se tomaron 100ul de la dilucién 107y se diluyeron
en 900p! de DMEM con 10% SFB para obtener una dilucién final de 103 Las
diluciones posteriores se hicieron de la misma manera que la anterior, hasta obtener

una dilucién 10°® como se muestra en la Figura 12.
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Una vez preparadas todas las diluciones se retird el medio de las placas de 6 pozos y
se dan dos lavados con PBS. Se retir6 el PBS de ultimo lavado y se agregdé una
dilucion por pozo, y un pozo sin virus (control negativo). Al final se agrego
polybrene, a una concentracion final de 8ug/ml. Se incubaron 24 hrs a 37°C en

atmosfera himeda con 5% de CO..

100pl 100pl 100pl 100pl 100pl

AV Y VYT

10pl 990l 900pl 900pl 900pul 900pl
stock DMEM DMFM DMEM DMEM DMEM

Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion

Figura 12. Procesos de diluciones seriadas utilizadas para titular los lentivirus.

Después de 24 hrs de incubacion, se retird la infeccion con el uso de una pipeta
Pasteur con bulbo. ElI medio retirado se deposito en un recipiente con cloro. Se dieron
dos lavados con PBS. Se agregd 1.5ml de medio DMEM estandar con 10% de SFB.
Se incubaron 24 hrs a 37°C en atmoésfera himeda con 5% de CO,. 48 hrs post-
infeccion se comenzo la seleccion con puromicina, puesto que el transcrito que
contiene el transgen es polisistronico, y contiene nuestro transgen y un gen de
resistencia a la puromicina (Figura 13). Por lo tanto las células que hayan sido
transducidas podran resistir el tratamiento con puromicina. Se agregoé puromicina a
una concentracion final de 0.35pg/ml. Se incubaron 37°C en atmdsfera himeda con
5% de CO..
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5 Transgen Gen R. puromicina §K#

Figura 13. Estructura del transcrito polisistronico del transgen y el gen de resistencia
a la puromicina.

La seleccion con puromicina se mantuvo alrededor de 5 dias 0 hasta que las células
del control negativo muriesen. Se cambié el medio cada 48 horas. Se mantuvieron
condiciones de incubacién a 37°C en atmoésfera hiimeda con 5% de CO,. Al terminar
la seleccién unicamente se agregd medio DMEM estandar con 10% SFB y se
mantuvieron las células hasta cumplir los 12 dias post-infeccion, procurando cambiar
el medio cada 48 horas. Al cumplir los 12 dias post-infeccion las células se lavaron
dos veces con PBS vy se fijaron y tifieron con colorante cristal violeta. Las células
fijadas se encuentran organizadas en colonias, las cuales en teoria fueron generadas a
partir de una célula transducida por una particula viral. Partiendo de esa suposicion se
contaron las colonias de cada pozo y se utilizd la siguiente ecuacion para estimar el

namero de unidades de transduccion (TU) por ml:

TU Numero de colonias

ml - Factor de dilucion.Volumen de la diluciéon

Una vez obtenido el titulo viral se procedié a infectar las células con cantidades

definidas. Para este trabajo, se eligio una MOI de 1.0. En donde:

TU

MOI =
0 Numero de células

Para generar las células HaCaT que expresaran el gen E5 de VPH tipo 16 y aquellas
con el fragmento LacZ-a, se sembraron aproximadamente 200,000 células en una
placa p100. Se incubaron 24 hrs a 37°C en atmoésfera himeda con 5% de CO,.
Después se retir6 el medio y se lavaron las monocapas dos veces con PBS, se
agregaron 5ml medio fresco con 10% de SFB. Posteriormente, se tomé el volumen
necesario de las alicuotas de virus para infectar las células con una MOI de 1.0 y se
agrego directamente sobre la caja, e inmediatamente se agitd suavemente para
dispersar uniformemente las particulas virales. Al final se agregdé polybrene a una

concentracion final de 8ug/ml. Se incubaron 24 hrs a 37°C en atmoésfera himeda con
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5% de CO,. Al iniciar el segundo dia post-infeccion se retird la infeccion y se agregd
medio fresco con 10% de SFB. Se incubaron 24 hrs a 37°C en atmoésfera hliimeda con
5% de CO,. En el tercer dia se inicio la seleccion con puromicina ocupando una
concentracion final 0.35ug/ml. La seleccion se mantuvo hasta el dia 7 post-infeccion,
en este dia el cultivo celular se considera que tiene Unicamente células transducidas, y

pueden iniciar los tratamientos de los experimentos.
8.3 Extraccion de RNA de células HaCaT.

Las células HaCaT sembradas en una caja p100 se lavaron dos veces con 2ml de PBS
1X, posteriormente se agregd sobre la monocapa 500ul TRIzol (Ambion) y se
dispersé por toda la superficie. Se incub6 5min a temperatura ambiente. Después se
despegaron las células con ayuda de un fragmento de hule 6 gendarme y la mezcla
obtenida se transfiri6 a un tubo. Se agregaron 100ul de cloroformo y se agitaron
vigorosamente para homogenizar las fases, se incubaron 5 min a temperatura
ambiente. Enseguida se centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. El resultado
fue la obtencion de dos fases, se recolect6 la fase acuosa en un tubo nuevo. Después,
se agregaron 2 volimenes de isopropanol frio y se incub6 a -200C por 20 min.
Pasado el tiempo se centrifugd por 45 minutos a 13000rpm a 4°C, terminando se
deseché todo el sobrenadante y se dejo el tubo boca abajo, y después se agregé 500ul
de etanol al 70% para lavar. Se centrifugd 10 minutos a 13000rpm a 4°C, y
nuevamente al terminar se desechd el etanol. Se dejo secando 10 minutos a
temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en 25ul de agua desionizada estéril
y se agregaron 3ul de buffer de DNAsa RQ1 (10X) (Clontech) y 2ul de enzima
DNAsa RQ1 (lu/ul) (Clontech). Se incubé 90 minutos a 37°C en termoblock
(BOEKEL mod. 110001). Posteriormente, se agregd 2ul de solucion de paro de la
DNAsa RQ1 (Clontech) y se incub6 a 650C por 15 minutos. EI RNA obtenido se
cuantificO por espectrofotometria con el equipo NanoDrop 2000 (Thermo
SCIENTIFIC) y se almacend a -80°C.
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8.4 Reaccion de RT PCR.

Para sintetizar cDNA a partir de RNA mensajero (MRNA), se empleé un
oligonucledtido (Oligo (dT)), que hibrida en la regio poli-A del mRNA vy se utilizé
una enzima DNA polimerasa dependiente de RNA (M-MLV reverso transcriptasa).
Para la reaccion de sintesis de DNA se utilizaron los siguientes reactivos: 2ug de
RNA, 1ul de Oligo (dT) (Promega), 5ul de buffer 5x de enzima M-MLV (Promega),
5ul de dNTPs mix (25mM), 0.6ul de RNAsin (Promega) y 1ul de la retrotrancriptasa
M-MLV (lu/ul) (Promega). Se llevé a un volumen final de 25ul con agua
desionizada estéril.

Inicialmente, Unicamente se agregd el RNA, el oligo (dT) y el agua, esta mezcla se
incubé a 70°C por 5 min, posteriormente a 4°C por 5 min. Inmediatamente se agrego
el resto de los reactivos, se homogenizd y se incubd a 42°C por 2 horas, terminando
este paso se incubd 5 minutos a 4°C. Este proceso se realizé en un termociclador. Al
final el RNA se almacend a -20°C.

8.5 PCR punto final.

Para los ensayos de PCR, se realizO la siguiente mezcla de reaccion:
Aproximadamente 100ng de cDNA, 1.25mM de dNTPs mix, 1X de Buffer de DNA
Polimerasa (BioTherm), 1.25mM de MgCl2, 0.05u/ul de DNA Polimerasa
(BioTherm), 0.5uM oligonucledtido Fw, 0.5uM oligonucleotido Rv. Las condiciones
de reaccion para el gen de Actina fueron las siguientes: fase de inicio 94°C por 5
minutos (1 ciclo); segunda fase (30 ciclos), temperatura de desnaturalizacion a 94°C
por 30 segundos, temperatura de alineamiento a 60°C por 45 segundos, temperatura
de elongacién a 72°C por 1 minuto; tercera fase a 72°C por 7 minutos. Las
condiciones para E5 y LacZ-a fueron las siguientes: fase de inicio 94°C por 3 minutos
(1ciclo); segunda fase (30 ciclos), temperatura de desnaturalizacion a 94°C por 45
segundos, temperatura de alineamiento a 60°C por 45 segundos, temperatura de
elongacion a 72°C por 45 segundos; tercera fase a 72°C por 5 minutos. Para JunB las
condiciones fueron: fase de inicio 94°C por 10 minutos (1 ciclo); segunda fase (35

ciclos), temperatura de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, temperatura de
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alineamiento a 60°C por 1minuto, temperatura de elongacién a 72°C por 1 minuto;
tercera fase a 72°C por 7 minutos.

8.5.1 Oligonucledtidos.

Oligonucleotidos para PCR

Nombre Secuencia Tm
ActinaFw 5-TGACGGGGTCACCCACACTGT 82.9
GCCCATCTA-%
ActinaRv 5 -CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC 79.7
GATGGAGGG-3
EcoRIAU1E5SVPH16Fw 5 -TTACATGAATTCATTGCCACCAT 82.2

GGACACCTATCGCTATATAACAAATC
TTGATACTGC-3

BamH1E5VPH16Rv 5-ATGTAAGGATCCTTATGTAATTA 64.6
AAAAGCG-3

EcoRILacZaFw 5-GAGAGAATTCATGGACACCTATC 80.3
GCTATATAGTCGTTTTACAACGTCGT
GACT-3"

BamH1LacZaRv 5 -GAGAGGATCCTTAGTGCATCTGC 76.8
CAGTTTGAGG-3

JunBFw 5-CCCCCCTTCCACTTTTTTT-3 63.8

JunBRv 5-TGCGTGTTTCTTTTCCACA-3 63.0

8.6 SDS-PAGE y Western Blot.

8.6.1 Lisis de células HaCaT, extraccién de proteina total.

Para la extraccion de proteinas totales se realizo lo siguiente: las cajas del cultivo
celular se colocaron sobre una cama de hielo, se lavaron dos veces con 2ml de TBS
(Tris Buffered Saline), y se agregaron 200ul de Bolen-Modified RIPA suplementado

con inhibidores de fosfatasa y proteasas (Apéndice). Se incub6 5 minutos sobre hielo
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e inmediatamente se cosecharon las células con ayuda de un gendarme y el extracto
se transfirid en un tubo de 1.6ml. Después, se sonico con un equipo BRANSON
SONIFIER 450, con una punta ThermoLabsSystems cat. 4500080. Las condiciones
de sonicacion fueron las siguientes: DutyCycle: 10%, Output: 2, 3 pulsos de 20
segundos y 20 segundos de reposo entre cada pulso, 3 pulsos es igual a un ciclo,
aproximadamente se dan tres ciclos para obtener un lisado apropiado (sin restos de

matriz extracelular visibles). Los extractos se almacenaron a -80°C.
8.6.2 Cuantificacion de proteinas.

En una placa de lector de lisa (96 pozos), se adicionaron 5ul de la muestra o de la
dilucion de proteinas para hacer una curva calibradora (por triplicado).
Posteriormente se agreg6 25ul de la solucién A" (20ul de la solucién S + 980pl de la
solucion A). Por dltimo, se agregd 200pl de la solucién B. Se incub6 por 10 minutos
en agitacion a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacién se leyo la placa
en un equipo Microplate Reader BenchMark BIO-RAD a una longitud de onda de
620nm.

8.6.3 SDS-PAGE.

Se prepar6 un gel de poliacrilamida-SDS de 1.5mm de espesor con las siguientes
caracteristicas: contiene dos capas de gel, el primero es un gel separador el cual
contiene un 8% de Bis-Acrilamida (29:1) (Sigma), RGB 1X (Apéndice), 0.1% de
APS (Persulfato de Amonio), TEMED 0.1%. EI gel concentrador contiene 5% de
Bis-Acrilamida (29:1), SGB 1X (Apeéndice), 0.1% de APS y 0.1% de TEMED
(SIGMA).

Se tomaron 20ug de proteina y se agregd buffer de carga o Laemmli (Apéndice), la
mezcla se homogenizd suavemente con micropipeta, enseguida se incubaron por 5
minutos en agua en ebullicion. Pasado el tiempo las muestras se cargaron en los
pozos del gel, el cual ya se encontraba instalado en la camara de electroforesis (B1O-
RAD) con buffer de corrida (Apéndice). En un pozo se colocd 3ul de marcador de
peso molecular (PAGERuler™Plus Thermo SCIENTIFIC 26619). Se migrd
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electroforeticamente por aproximadamente 2 horas con amperaje constante de
25mAmp.

8.6.4 Electrotransferencia.

El gel en el cual fueron separadas las proteinas y una membrana de nitrocelulosa de
0.2um (BIO-RAD 162-0097) del tamafio del gel, se equilibraron en buffer de
transferencia (TB) (Apéndice), a temperatura ambiente, en agitacién por 25 minutos.
Posteriormente se prepar0 el cassette de transferencia de la siguiente manera: en un
recipiente con buffer de transferencia se colocd una esponja humedecida con TB
sobre la tapa negra del cassette, sobre esta se colocaron 2 fragmentos de papel
Whatman (SIGMA 28419299) humedecidos con TB, después se colocé el gel de tal
manera que no quedara ninguna burbuja entre el papel y gel, de la misma manera se
colocé la membrana sobre el gel, y posteriormente se colocé nuevamente dos
fragmentos de papel Whatman y una esponja. Se cerrd el cassette y se coloco en la
camara de transferencia (BIO-RAD), a la cual se le coloco un agitador magnético y
un gel refrigerante, por dltimo se llen6 la cdmara con buffer de transferencia y se

migroé electroforeticamente a 90 volts constantes por 90 minutos a 4°C.
8.6.5 Bloqueo de la membrana.

Terminando la transferencia, se retird la membrana del cassette y se colocd en un
recipiente, inmediatamente se agregé una solucién de rojo de Ponceau, el cual tifie las
proteinas adheridas a la membrana, indicando la calidad de la transferencia.
Posteriormente se retird el rojo de Ponceau con un lavado con TBS 1X por 10
minutos en agitacion a temperatura ambiente. Por ultimo, se agregd leche baja en
grasa al 5% en TBS 1X y se dejé incubando en agitacion por una hora a temperatura

ambiente.
8.6.6 Adicion de anticuerpos.

La membrana previamente blogueada, se mantuvo en un recipiente con TBS 1X. Se

prepararon las diluciones de anticuerpos (Ab) en TBS 1X en las siguientes
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proporciones: Ab contra pEGFR (1:250), EGFR (1:200), Actina (1:350), pERK1/2
(1:250), ERK1/2 (1:200). Se incubaron de 12-16 horas a 4°C.

Terminado el tiempo de incubacion con los anticuerpos primarios se retir6 el exceso
de anticuerpo y se realizaron tres lavados con TBS Tween20 (marca) al 0.2% (TBST)
por 10 minutos en agitacion a Temperatura ambiente. Se realiz6 un ultimo lavado con
TBS 1X, y se prosiguié a agregar los anticuerpos secundarios diluidos en TBS 1X
con leche baja en grasas, las diluciones que se ocuparon fueron las siguientes: Ab
anti-raton (1:5000), anti-conejo (1:15000). Se incubaron por una hora a temperatura
ambiente en agitacion, y protegidos de la luz. Pasado este paso se lavd 3 veces con
TBST por 10 min en agitacion y protegiendo de la luz, y un ultimo lavado con TBS.
Las membranas se almacenaron en TBS 1X a 4°C protegidas de la luz.

8.6.7 Deteccion.

Las membranas previamente incubadas con anticuerpos se retiraron del TBS y se les
elimind el exceso del buffer, se colocaron sobre una superficie con la cara de la
transferencia hacia arriba. Se prepar6 una soluciébn con los reactivos
quimioluminiscentes del kit Super Signal West Pico Chemiluminiscent Substrate
(ThermoFisher), mezclando 500ul de Stable Peroxide Solution y 500ul de
Luminol/Enhancer Solution, homogenizando perfectamente y con una micropipeta se
agregaron sobre toda la membrana. Se incubd por 5 minutos. Después se retird el
exceso del reactivo y se coloco entre dos micas acomodadas en un cassette para
revelado marca Kodak. En ausencia de luz se tom6 un fragmento de pelicula de
autoradiografica Kodak XO-Mat y se colocd sobre la membrana, se dejé en
exposicion en diferentes tiempos. Posteriormente se retird la placa y se incubd en
solucion de revelado (marca Kodak) por 5 minutos, se enjuagd en agua potable, se
retird el exceso y se incubo en solucion de fijado (marca Kodak) por 5 minutos. Por
ultimo, se enjuagd y se secO la pelicula. En la pelicula aparecieron reveladas las

bandas correspondientes a las proteinas detectadas por el anticuerpo primario.
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8.6.8 Anticuerpos para Western Blot.

Anticuerpos para Wester Blot

Antigeno Informacion del anticuerpo

Fosfo-EGFR (Tyr-1173) Policlonal de conejo 1gG sc-03

EGFR Carboxilo terminal Policlonal de conejo I1gG sc-
101668

P44/42 MAPK ERK %2 Monoclonal de raton I1gG CS
#4695

Fosfo-p44/42 MAPK ERK Y% (Thr-202/Tyr- | Monoclonal de raton IgG CS

204) #4370

B - Actina Monoclonal de raton. Donacion del

Dr. Manuel Herndndez. Dep. Biol.
Celular, CINVESTAV.

Anti-1gG de conejo acoplado a peroxidasa Jackson Immuno Research211-
032-171

Anti-1gG de Raton acoplado a peroxidasa Jackson Immuno Research 115-035-
003

8.7 Citometria de Flujo.

La citometria de flujo fue utilizada para estudiar la abundancia relativa de las
subpoblaciones de las células HaCaT. Se retird el medio de cultivo de una caja p100
con células HaCaT, lavo la monocapa dos veces con 2ml de PBS y se agregd 1ml de
una dilucion de tripsina 1X (gibco 25200-056) con PBS (3:7), se distribuy6 por toda
la caja con movimientos suaves y se incub6 a 37°C por aproximadamente 5 minutos o
hasta que se despegaran las células de la caja. Posteriormente se agregd 2ml de PBS y
con ayuda de una micropipeta de 1ml se disgregaron las células, esto se hizo tomando
Iml de la suspension celular y regresandolo sobre las células adn adheridas, el
pipeteo debe ser lento para no maltratar las células. Después se tomd la suspensién
celular y se colocé en un tubo cénico con tapdn de rosca de 15ml, el cual contenia 1
ml de medio DMEM estandar, para ayuda a inactivar la tripsina, y de esta manera
evitar dafar las células. El contenido se centrifugd por 5 minutos aproximadamente a

3500rpm, después se retird el sobrenadante con trampa de vacio y la pastilla se
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resuspendié en 1ml de medio DMEM estandar. Enseguida se tomd 50ul de la
suspension celular, y se diluy6 en una solucién que contenia 900ul de PBS y 50pul de
una solucion (stock) de colorante azul de tripano (Apéndice), se agitd por inversion
para homogenizar la mezcla. Se tomaron 15ul de esta suspension y se contaron las
celulas con una cdmara de Neubauer. Posteriormente se agregé 3ml de PBS a la
suspension celular en medio DMEM vy se centrifugd por 5 minutos a 3500rpm.
Terminando la centrifugacion, la pastilla se resuspendié en solucion de bloqueo
(Apéndice) a una concentracion final de un millon de células por ml. Se incubaron
por 15 minutos, y se agité suavemente por 7.5 minutos. Pasado el tiempo se tomo
500pl de la suspension celular (aproximadamente 5x10° células) y se deposit6 en un
tubo de 1.6ml, se utiliz6 un tubo para cada condicion de la tincién. Se centrifugaron
los tubos a 3500rpm a 4°C por 5 minutos, se retird el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio en 100pl de solucion de marcaje (Apéndice). Después se prepararon las
siguientes condiciones: un tubo s6lo contenia los 100ul de solucién de marcaje
(Condicion sin tefiir), a un tubo se le agregd anticuerpo anti-integrina a6, acoplado a
Ficoeritrina (PE) (BD 555736) a un factor de dilucion 1:100 (condicién tincién
sencilla PE), a otro tubo se agreg6 anticuerpo acoplado a PE-cianina 5 (PE-Cy5)
contra CD71 (BD 555575), a una dilucion de 1:250. Para la Gltima condicién se
agregaron los dos anticuerpos a las diluciones mencionadas. Se homogenizaron
agitando suavemente con la mano y se incubaron en hielo, cubierto de la luz por 45
minutos, se agitaron los tubos en intervalos de 15 minutos. Una vez que concluyo el
tiempo de incubacion se agreg6 900ul de PBS (+) (Apéndice) a cada tubo, y se
centrifugaron a 3500rpm por 5min a 4°C, se repitié el proceso y por ultimo la pastilla
se resuspendié en 500ul de PBS (+). Las suspensiones se pasaron a un tubo para

citometria. Las muestras se leyeron en un citometro LSR FORTESSA (BD).
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9 RESULTADOS

9.1 Transduccién celular.

La transduccion celular se realizd con ayuda de los vectores lentivirales Lenti-E5-
VPH-16 y Lenti-LacZ-a, generados en el grupo de investigacion por Reveles
Espinoza. Uno de los vectores lleva integrada la secuencia del gen E5 de VPH-16 con
la secuencia del epitopo AUL adherida. EI segundo vector lleva integrado un
fragmento del gen LacZ, denominado lacZ-a (125) el cual tiene un tamafio semejante
a la secuencia del gen E5 de VPH-16, y ha demostrado no tener efecto en células

eucariontes, por lo que, fue utilizado como un control de la transduccion.

Alicuotas de lentivirus de 10 pl almacenadas a -80°C, fueron descongeladas sobre
una cama de hielo, y se utilizaron para titular los lentivirus (métodos). Este proceso se
repitié cada vez que se utilizaba una alicuota de un lote con fecha diferente. Una vez
obtenido el titulo del virus se prosiguio a transducir las células HaCaT utilizando 1
MOI. La seleccion con puromicina se mantuvo aproximadamente por una semana
después de la infeccion. Para el caso de las células HaCaT transducidas con el gen
E5, después de la seleccidn Unicamente se utilizaron para los experimentos en el dia
12 post-infeccion. Las células HaCaT transducidas con el fragmento LacZ-a, se
utilizaron aproximadamente por dos meses a no mas del pase 28. Estas células fueron
ocupadas durante mas tiempo debido a que Unicamente son un control de la infeccion
del vector, y los productos del gen son inertes en células eucariontes. Sin embargo,
las células transducidas con E5 se utilizaron en un tiempo determinado (12 dias post-
infeccion), debido a que las observaciones de Reveles Espinoza demuestran que la
expresion del gen a nivel proteico disminuye después del dia 12 post-infeccion, y por
otra parte el efecto méas notable de la proteina sobre las subpoblaciones es a este

tiempo.

Se evalud la transduccion de las células HaCaT en los tiempos post-infeccién
mencionados, midiendo los niveles de expresion de los transgenes por RT-PCR. En la
Figura 14 se muestra la expresion de los transcritos del gen E5 y LacZ-a, se puede

observar que la expresion del transgen especifico (E5 o LacZ-a) corresponde
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Unicamente a la linea celular que lo debe de expresar. Lo anterior indico que no hubo
contaminaciones entre lineas celulares y, por otro lado, que la transduccion fue
exitosa, es decir se obtuvieron células HaCaT que expresan establemente el gen E5 de
VPH-16 (HaCaT E5 VPH-16) y células HaCaT que expresan establemente la
secuencia de LacZ o (HaCaT LacZ-a). Una vez establecidos estos sistemas, se
procedi6 a evaluar los efectos de E5 sobre las células HaCaT.

HaCaT HaCaT E5
LacZ-a VPH-16

HaCaT wt

F5 \/PH-1A

LacZ-a

B - Actina

Figura 14. Productos de RT-PCR de E5, LacZ-a y B-Actina, de las células HaCaT
transducidas con los vectores lentivirales respectivos.

9.2 Evaluacién del efecto del EGF sobre la abundancia relativa de las
subpoblaciones de células HaCaT E5 VPH-16.

Como se mencion6 en los antecedentes, la via de sefializacién del EGFR modula
maultiples funciones celulares, entre ellas la diferenciacion y la auto-renovacion de
queratinocitos. Aunado a lo anterior, se sabe que la proteina E5 de VPH-16 potencia
la via de sefializacion del EGFR. Estas evidencias junto con los antecedentes del
grupo, sugirieron que E5 puede afectar la auto-renovaciéon por medio de la via del
EGFR.

Para evaluar el efecto del EGF, se comenzaron los tratamientos de los cultivos
(métodos) cuando las células transducidas con E5 de VPH-16 tenian 8 dias post-
infeccion. Por otro lado, las células HaCaT y HaCaT LacZ-a, antes de los
tratamientos se mantuvieron en condiciones estandar de cultivo. La estimulacién con
EGF se mantuvo por 48 horas, debido a que las células troncales realizan su ciclo de
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manera mas lenta. Ademas, la limitacion del tiempo para el uso de las células
transducidas (12 dpi) nos limit6 a 48 horas como tiempo maximo a utilizar para el

estimulo con EGF.

Los ensayos se realizaron de forma paralela, es decir, las células con o sin estimulo
fueron cultivadas el mismo dia y a partir de una sola caja de cultivo. Las cajas de
cultivo de los experimentos se llevaron al 80% de confluencia y los tratamientos se
realizaron a la par. Para los experimentos con células transducidas, para ambas
condiciones (con o sin factor) se utilizaron células obtenidas de la misma infeccion.
Esta estrategia nos permitié controlar de manera muy precisa las posibles variables
del sistema que pudieran influir en el resultado. Una vez controladas todas las
variables y concluido el tiempo de tratamiento, se decidi6 evaluar las subpoblaciones
de la linea celular HaCaT por citometria de flujo. Se utilizaron los marcadores

integrina a6 y CD71 para distinguir las subpoblaciones.

Los ensayos de citometria de flujo demuestran que la abundancia relativa de la
subpoblaciones a6-1/CD71 de las células HaCaT E5 VPH-16 se modifica con el
estimulo de EGF comparadas con aquellas células cultivadas en ausencia de suero
(SFM). Por lo contrario, las células HaCaT y HaCaT LacZ-a no muestran cambios
significativos con el estimulo de EGF (Figura 15A). Los resultados de estos ensayos
fueron los esperados, demostrando que E5 puede incrementar 1.8 veces la
subpoblacion a6-1""CD71%™ de la linea celular HaCaT mediante un estimulo con
EGF (Figura 15B). Sin embargo, Unicamente se observo el efecto a nivel fisiologico
evaluado mediante la abundancia relativa de la poblacion troncal putativa. Para
demostrar que este efecto era debido a la via de sefializacion del EGFR se decidid
evaluar el estado de activacion de esta ruta mediante, el estado de fosforilacion del
EGFR, el estado de fosforilacion de ERK1/2, y del transcrito de JunB, el cual es un

gen de expresion temprana de la via del EGFR.
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Figura 15. Ensayos de abundancia relativa de las subpoblaciones de células
HaCaT. Células HaCaT, HaCaT E5 VPH-16 y HaCaT LacZ-a, en presencia o
ausencia de EGF se analizaron por citometria de flujo. (A) Graficos de densidad
tipicos de citometria de flujo, los cuales en el eje de las X mide la fluorescencia de PE
acoplada al anticuerpo anti a6-1, en el eje de las Y se mide la intensidad de PE-Cy5
acoplada al anticuerpo contra CD71. (B) Grafico obtenido de duplicados de los
ensayos de citometria de flujo en los que se determin0 el efecto del EGF en la
abundancia relativa de las subpoblaciones en las diferentes lineas celulares.
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9.3 Evaluacién del estado de activacion de la via del EGFR.

El objetivo del presente trabajo consistio en demostrar que E5 afecta las
subpoblaciones por medio de la via del EGFR. En los resultados anteriores se
demuestra que la expresion de E5 en presencia de EGF si afecta las subpoblaciones
celulares, por lo que nos enfocamos en demostrar que estos efectos suceden por la
accion de E5 sobre la via del EGFR. Para demostrarlo, se detectaron por Western blot
(WB) proteinas componentes de la via. Posteriormente se realizd el analisis
densitométrico de las bandas observadas en las placas autoradiogréficas, lo que nos
provee un dato semicuantitativo relativo, con el cual se pueden analizar los estados de
activacion de la via. El analisis fue realizado de manera independiente con cada linea
celular, y se tomd como referencia para la normalizacion de los datos, el estado de
activacion de las proteinas de las células en presencia de SFB. El andlisis se realiz6
de esta manera para no obtener una variacion debido al fondo de la linea celular que
tomamos como referencia, sino utilizar como referencia un tratamiento en comun en
cada linea celular. De esta manera es mas confiable obtener resultados que
demuestren el efecto del tratamiento en la via del EGFR, y el efecto del transgen

sobre la via.

Como se ha comentado, la via de sefializacién comienza cuando el ligando (EGF) se
une al receptor (EGFR), posteriormente forma un dimero y el receptor se
autofosforila. Para demostrar esta fosforilacion se realizd6 un WB utilizando un
anticuerpo contra EGFR total y otro contra la forma fosforilada del EGFR en la
tirosina 1173 (Figura 16A). De esta manera podemos detectar la proporcion del
receptor que se encuentra activa. En la Figura 16B se presenta este analisis, en donde
se observa una tendencia de activacion SFB>EGF>SFM, lo cual corresponde a lo
esperado. Sin embargo, esta tendencia unicamente ocurre en las células HaCaT E5
VPH-16 y HaCaT LacZ-a, mientras que en las células HaCaT se observa un pico de
activacion cuando son estimuladas unicamente con EGF. Debido a estas variaciones,
se decidio analizar el estado de activacion en otro punto de la via, por lo cual se
detectaron los estados de activacion de ERK1/2 por WB (Figura 16A).

Posteriormente, se realizd la densitometria al igual que con EGFR y se analizaron los
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Figura 16. Andlisis de activacion de la via del EGFR. A) Western Blot de
extractos de proteinas de células HaCaT (wt, E5 VPH-16, LacZ-a) con tres
tratamientos diferentes, con SFB, EGF y SFM. Se detectaron las proteinas totales
EGFR y ERK1/2 y sus formas fosforiladas, se utilizd B-Actina como control de
carga. B) Analisis densitométrico del WB. Se comparé el nivel de fosforilacion del
EGFR en las diferentes lineas celulares. Se normaliz6 tomando como referencia el
estado de activacion de las células tratadas con SFB. Esta normalizacion se realizé de
manera independiente para cada linea celular. C) Analisis densitométrico para
ERK1/2. Se analiz6 de manera independiente cada linea celular. Se tom6 como
referencia el estado de activacion de ERK1/2 en las células tratadas con SFB y se
compar0 con el estado de activacion de la via con estimulada con EGF y en
privacion de suero.
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estados de activacion de la MAPK. En la Figura 16C se muestra la activacion relativa
de ERK1/2, en la que se observan tendencias diferentes de activacion.
Interesantemente, se observa un incremento en la activacion de ERK1/2 en las células
HaCaT LacZ-a, privadas se suero. De manera inesperada el resultado indica que el
estado de fosforilacion de ERK1/2 en las células HaCaT E5 VPH-16 es mucho menor
comparado con el de las otras lineas celulares. Sin embargo, cuando las células son
estimuladas con EGF muestran una activacion aproximadamente 3.8 veces mayor que
el control con SFB. Ademas, la activacion de la via por EGF, Unicamente se observa

mas incrementada cuando esta presente E5.

Las fluctuaciones en la fosforilacion de las proteinas involucradas en la via del EGFR
pueden generar incertidumbre y no permitir plantear una conclusion del experimento.
Por esta razon se decidié analizar la expresion de uno de los genes de expresion
temprana que se conoce responden transcripcionalmente al estimulo de EGF. Se
analizo la expresion del factor de transcripcion JunB por RT-PCR en las diferentes
lineas celulares y sus diferentes condiciones (Figura 17A). Posteriormente, se analiz6
por densitometria la expresion relativa de este gen. Al igual que en la expresion
relativa de las proteinas de la via (EGFR y ERK1/2), la expresion de JunB se
normalizé en cada linea celular de manera particular. En la Figura 17B se muestra
que la expresion de JunB es mayor cuando las células son estimuladas con SFB con
respecto al estimulo con EGF y SFM, ademas, la expresion es un poco mayor en la
condicion SFM. Sin embargo, lo anterior solamente ocurre en las lineas HaCaT y
HaCaT LacZ-a. Por lo contrario, en la linea celular HaCaT E5 VPH-16 se observa un
incremento aproximadamente de 9 veces cuando la via esta estimulada con EGF. Un
aspecto interesante es que la expresion de JunB en esta linea parece estar suprimida
cuando no hay EGF, dado que la expresion del gen en esta condicion es poco
apreciable. No obstante, la expresion de JunB por EGF en las células transducidas
con E5 es comparable con la activacion provocada por el SFB en las otras dos lineas
celulares (Figura 17A). Aunado a lo anterior, es claro que E5 potencia la via mediante

la estimulacién con EGF, ya que en las otras lineas el efecto no se logro observar.
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Figura 17. Expresién de JunB, un producto de expresion temprana de la via
del EGFR. A) Corrimiento electroforético de los productos de PCR de JunB y B-
Actina. Se muestra la expresion de este gen en diferentes condiciones en las tres
lineas celulares. B) Andlisis densitométrico de la expresion relativa del gen JunB.
El anélisis se realiz6 de manera independiente para cada linea celular.

AG1478 Figura 18. Ensayo de inhibicion de la
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estado de fosforilacion del EGFR en
células HaCaT tratadas con el inhibidor
(AG1478) de la tirosina cinasa del EGFR.
Las células fueron tratadas por 12 horas.
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Un dato interesante fue que a pesar de que las células fueron privadas de suero por 72
horas, el EGFR siempre se mantuvo fosforilado (Figura 16A). Otros ensayos no
mostrados evidencian la presencia de fosforilacion en el EGFR aun después de 120
horas de privacion de suero. Estos resultados son discordantes con lo reportado, por
lo que se decidi6 realizar un ensayo utilizando un inhibidor especifico de la tirosina
cinasa del EGFR para descartar una posible fosforilacion del receptor por otra via. Se
realizd una curva dosis respuesta y se analiz6 el estado de fosforilacion del EGFR por
WB. En la Figura 18 se muestra el WB del ensayo, se probaron tres concentraciones
del inhibidor AG1478 (Sigma) (100, 150 y 200uM) y un control con DMSO/Metanol
(1:1). Las células fueron privadas de suero 24 horas previas al tratamiento con el
inhibidor, y se incubaron 12 horas en presencia el inhibidor. Los resultados indican
que las tres concentraciones del inhibidor utilizadas, fueron capaces de inducir una
disminucion total de la fosforilacion, sin afectar la cantidad de receptor total. Sin
embargo las concentraciones que se utilizaron del inhibidor son muy altas
comparadas con las utilizadas en otros trabajos reportados en la literatura. Las

posibles causas de esta fosforilacidn persistente se discutiran mas adelante.
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10 DISCUSION

El cancer de cuello uterino (CaCU) es un problema de salud publica en México y el
mundo. El agente etioldgico del CaCU es el VPH, y el tipo 16 esta asociado con mas
del 50% de los casos. El virus infecta células de la capa basal del epitelio entre las
cuales se encuentran células troncales. Uno de los requerimientos de la infeccion por
VPH, es que las células blanco se encuentren en proliferacion activa, “ciclando” (11),
y las células de la capa basal se dividen rapidamente. Sin embargo, las células
troncales que se encuentran ahi, ciclan de manera esporédica (23-25) y solo algunos
estimulos especificos pueden sacarlas del reposo; por ejemplo el dafio al epitelio
(126), el cual se ha sugerido que es necesario para la entrada del virus a la capa basal
del epitelio cervical (40). Recientemente se ha sugerido que las células troncales
podrian ser precisamente el punto en el que se inician los procesos de transformacion
inducidos por el VPH (10).

En nuestro grupo de investigacion, Reveles Espinoza demostrd que la expresion de
E5 induce en células HaCaT un incremento en la abundancia relativa de la poblacién
a6-1"CD71d"™, la cual esta enriquecida en células troncales (109). Sin embargo, el
mecanismo por el cual E5 afecta la poblacién troncal era desconocido. En el presente
trabajo se confirmd que la proteina E5 del VPH tipo 16, modifica las subpoblaciones
de la linea celular HaCaT, pero ademas, se demuestra que este efecto es dependiente

de la via de sefializacion del EGFR.

La proteina E5 del VPH tipo 16 afecta una gran cantidad de vias de sefializacion (44).
Una de estas vias es la del EGFR. Se sabe que E5 potencia su actividad mediante la
inhibicidn de la degradacion del receptor y el reciclamiento del mismo a la superficie
(64). Esta potenciacion de la via puede afectar procesos celulares como proliferacion,
motilidad y diferenciacion. En este trabajo demostramos que E5 incrementa la
subpoblacion troncal putativa a6-1""CD71%™ mediante la via del EGFR. En la Figura
15 se muestran los ensayos en donde las células analizadas se mantuvieron en
condiciones de privacion de suero y posteriormente fueron estimuladas Unicamente

con EGF. Esta estrategia nos permitié activar favorablemente esta via, y eliminar el
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fondo de las mdultiples vias que son activadas con el suero fetal bovino. Los
resultados obtenidos fueron interesantes, puesto que se esperaba que el estimulo
incrementara la poblacion troncal de las tres lineas celulares, y que favoreciera aun
méas a las células HaCaT E5 VPH-16. Sin embargo, los resultados presumen un
aumento causado por el EGF unicamente en las células que expresan E5. Esto sugiere
fuertemente que el incremento de la subpoblacion a6-1""CD71%™ de las células
HaCaT E5 VPH-16 observado por Reveles Espinoza (109), puede ser debido a la
potenciacion de la via del EGFR por la proteina E5. Esto correlaciona con las
observaciones de Rheinwald y Green, en donde queratinocitos humanos cultivados
con EGF incrementan su tiempo de vida sin afectar la velocidad de crecimiento. Ellos
sugieren que esto es debido a que el EGF es esencial para el mantenimiento de las
células troncales del cultivo (127). Ademas, se ha observado en este y otros trabajos
que en ausencia del EGF los queratinocitos comienzan a diferenciarse y el tiempo de
vida del cultivo disminuye, lo que sugiere un agotamiento de la poblacién troncal
(127-129). Aunado a esto se ha sugerido que E5 puede desregular la homeostasis del
epitelio mediante modificacion de receptores de factores de crecimiento (130).
Ademas, se ha demostrado en un modelo murino que E5 mediante la via del EGFR
desregula la diferenciacion de la epidermis, mediante un incremento de las células de
la capa basal (66). Interesantemente, el incremento de la capa basal correlaciona con
el aumento de la expresion del EGFR en células de la capa basal que expresan E5
(131). Todos estos reportes correlacionan con nuestros resultados. Para asegurarnos
que el efecto observado era debido a la via del EGFR decidimos analizar el estado de

activacion de la via evaluando proteinas involucradas en ella.

Considerando que el punto inicial de la via es la fosforilacion del receptor del EGF,
decidimos evaluar la activacion del EGFR midiendo su forma total y fosfdrilada
(Figura 16). El resultado indicé fluctuaciones en los niveles de fosforilacion que no
parecen tener ningun sentido. Sin embargo la via del EGFR esta muy regulada a
maltiples niveles (132), y posiblemente este efecto oscilatorio es debido a esta
regulacion.

Ademas, sorprendentemente el EGFR se encontrd fosforilado en células con la

condicion SFM, aun cuando las células fueron privadas de suero por 72 horas. Este
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hallazgo no se habia descrito en la literatura, puesto que en células HaCaT, el EGFR
se apaga en privacion de suero (68). Una posible explicacién a esto, es la capacidad
de los queratinocitos para producir Factor de Crecimiento Transformante o (TGF-a)
(133), el cual es una proteina homologa al EGF que puede activar fuertemente al
EGFR y ademés promover su reciclamiento (134,135). Aunado a lo anterior, también
se he descrito que el EGF puede inducir la produccion de TGF-a y este de manera
autocrina estimular su produccion (136). En células HaCaT se ha reportado que
ademas del TGF-a, pueden sintetizar HB-EGF y Anfiregulina, siendo el TGF-a, el
ligando que puede activar de manera preferente al EGFR (117). Otra observacion
interesante es el hecho de que la subpoblacion de células comprometidas a
diferenciacion, parece no ser afectada por la privacion del suero, que en teoria deberia
inducir diferenciacion (128,129). No obstante, considerando que en nuestro caso el
EGFR sigue activado en condiciones de privacion de suero, posiblemente esto se
deba a la estimulacion autécrina con TGF-a de las células HaCaT. En contraste con
esto, es posible que esta activacion autdcrina del EGFR impida la fase temprana de la
diferenciacion. En relacion a esto se ha descrito que TGF-a se expresa fuertemente en
células de la capa basal (133), lo que sugiere que puede estar jugando un papel en su

mantenimiento.

El analisis de activacion del EGFR parece no ser un buen indicador del estado de
activacion de la via, puesto que los niveles de la fosforilacién parecen no tener una
tendencia clara. Por tal razon, también se analiz6 una via “rio abajo” del EGFR. Se
midié la activacion de ERK1/2 mediante la deteccion de su forma total y fosforilada
(Figura 16). ERK1/2 es el punto final de la cascada de sefializacion de las MAPK, y
su activacion depende de las proteinas “rio arriba”. Por lo que, posiblemente, dado
que el EGFR no se desactivo, ERK1/2 tampoco lo haria. Los resultados obtenidos son
similares a los obtenidos en la activacién del EGFR, dado que no se encuentra una
tendencia de fosforilacion en comdn. De hecho la activacion de las MAPKSs por el
EGF es mucho menor que la que induce el SFB, en las células HaCaT y HaCaT
LacZ-a. Sin embargo, y de acuerdo a lo que esperdbamos, las células HaCaT E5
VPH-16 incrementan la forma fosforilada de ERK1/2 en presencia del EGF (137), el

incremento es mayor que con el estimulo con SFB. Este incremento en la

51



fosforilacion de las MAPK nos indica que el estimulo con EGF, si esta repercutiendo
en cascadas de sefializacion “rio abajo” del EGFR. Sin embargo, podemos observar
que aungue la activacion de ERK1/2 sea mayor con el estimulo de EGF que con el de
SFB, no es mucho mayor con respecto a las otras lineas celulares. De hecho, ni
siquiera se compara con la fosforilacion de ERk1/2 en las otras lineas celulares
privadas de suero. Estos resultados indican una inhibicion de la activacion de ERK1/2

por parte de E5.

La via de las MAPK esta altamente regulada por multiples factores, entre ellos los
factores de crecimiento y sus receptores. Se ha demostrado que la activacion
constante de las MAPKSs genera la sintesis de represores de la via, lo que ha sugerido
que la via se auto-regula por retroalimentaciéon (90). Esto correlaciona con nuestros
resultados, puesto que E5 potencia la via de las MAPKS, y es posible que se auto-
regule de manera negativa. Por otro lado la via de las MAPK y la via de PI3K/AKkt, se
activan de manera paralela, sin embargo, pueden regular procesos que se
contraponen, o cooperar de manera unilateral. Esto es posible debido a que la via de
PI3K/Akt puede inhibir a la via de las MAPK y viceversa. De tal manera que bajo
ciertas condiciones una via puede ser inhibida para favorecer los procesos celulares
que estan regulados por la otra (138,139). En células HaCaT se ha reportado que la
activacion de las MAPK induce la expresion de p21, que es necesaria para iniciar el
arresto celular y posteriormente la diferenciacion. Sumado a lo anterior también se
demostré que las MAPKSs inhiben a la via de PI3K/Akt para favorecer el arresto
celular y la diferenciacion (140). Por otro lado, se sabe que el Factor de Crecimiento
Transformante B (TGF-B) induce arresto celular en queratinocitos, incluyendo a las
células HaCaT. Se ha sefialado que este mecanismo es dependiente de la activacion
de la via de las MAPK, las cuales a su vez promueven la expresion de p21 (141). En
contraste con nuestros datos, y como un posible mecanismo por el cual E5 atenta la
activacion de ERK1/2, se ha reportado que E5 afecta de manera negativa la expresion
del receptor de TGF-B tipo II, lo que repercute en la atenuacién de las vias de
sefializacion “rio abajo™ del receptor, incluyendo a las MAPKSs (142). Aunado a esto
se ha observado que E5 inhibe a p21 y p27, sin embargo, el mecanismo no ha sido

dilucidado, pero se ha sugerido que la proteina GRB2 juega un papel importante
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(73,143). No obstante, recordemos que GRB2 es una proteina adaptadora necesaria
para iniciar la via de sefalizacion de las MAPKs a través del EGFR (89).
Posiblemente GRB2 no juegue un papel en la inhibicion de p21, y el efecto se deba a
la inhibicion de una de las proteinas de la via de las MAPK en algin punto “rio
abajo” de la proteina Ras. Para complementar nuestros resultados seria interesante
medir el estado de activacion de la via de PI3K/Akt, ya que como mencionamos con
anterioridad esta via puede inhibir a la via de las MAPK. Sumado a esto, estudios
previos han demostrado que la via de PI3K, impide la fase temprana de la
diferenciacion en queratinocitos humanos (112); “rio abajo” la activacion de Akt
promueve la auto-renovacion de células troncales de la epidermis de ratén (113).
Ademas, se ha demostrado en células de cancer de pulmon, que Akt regula la
expresion de Sox2, lo que resulta en un incremento de la auto-renovacion de las
células troncales de pulmon (144). Realizar estos ensayos de la activacion de esta via,
proporcionaria un indicio de la posible via por la cual EGFR esta induciendo un

incremento en la poblacion troncal de células HaCaT E5 VPH-16.

La via del EGFR a través de las MAPKSs puede activar factores de transcripcion de la
familia AP-1, que incluyen a Jun y Fos, y pueden formar homodimeros o
heterodimeros, para regular maltiples funciones tejido especificas (145). Los genes de
la familia jun (c-jun, junB, junD) son genes de respuesta temprana de la via del
EGFR, y se ha reportado que su expresion constante contribuye a la progresion de la
carcinogénesis en mdltiples tejidos (146). Dado que junB es un gen de respuesta
temprana decidimos analizar el estado de activacion de la via midiendo sus niveles de
expresion (Figura 17). Los resultados muestran que en las celulas HaCaT y HaCaT
LacZ-a. JunB se expresa mas abundantemente cuando las células son estimuladas con
SFB, y sus niveles disminuyen cuando Unicamente se estimulan con EGF o son
privadas de suero. Estos resultados eran esperados puesto que JunB es regulado por
multiples factores y vias de sefializacion, las cuales pueden ser activadas por
maltiples ligandos que posiblemente contiene el SFB (146). Sin embargo,
observamos una disminucion en la expresion de junB en células HaCaT E5 VPH-16
cuando son estimuladas por SFB y cuando son privadas de suero. Ademas,

interesantemente encontramos una expresion muy incrementada cuando las células
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son estimuladas con EGF, comparadas con las estimuladas con SFB y SFM. Estos
resultados son consistentes con el perfil de activacion de ERK1/2 en estas mismas
células, lo que indica que efectivamente se esta sobre-activando una cascada de
sefializacion que va de EGFR->MAPKs—>JunB. Ademas, correlaciona con lo
reportado por Chen, et al 1996, en donde demuestran que E5 de VPH-16 incrementa
la expresion de c-jun y junB, en queratinocitos humanos cultivados con SFB y EGF
(143).

Nuestros resultados indican un incremento de la expresion de JunB en células HaCaT
E5 VPH-16 estimuladas con EGF. El factor de transcripcién JunB se ha reportado
como un inductor de la diferenciacion y arresto celular (147). No obstante, se ha
reportado que E5 promueve la expresion de JunB, c-Jun y c-Fos; JunB induce la
expresion de p21, pero c-Jun y c-Fos promueven la progresion del ciclo celular.
Aunado a esto E5 puede atenuar los niveles de expresion de p21, lo que permite
abatir el efecto de JunB, e inducir mitogénesis por la activacién de factores de
transcripcion de la familia AP-1 (148). Por otro lado, se ha demostrado que estos
factores de transcripcion son potenciadores de la regién promotora de VPH-16, y se
ha sugerido que este mecanismo mediado por E5 podria jugar un papel muy

importante en el ciclo replicativo del virus (149).

Una observacion interesante en nuestro trabajo fue la fosforilacion constante del
EGFR en las células HaCaT. Una posible explicacion es la activacion autocrina por
medio de la produccién de los ligandos de este receptor. Sin embargo, las células
HaCaT expresan a los receptores ErbB1 (EGFR), ErbB2 y ErbB3 y se ha demostrado
que pueden formar todas las combinaciones posibles de heterodimeros (117). Estas
combinaciones sugieren que puede existir activacion cruzada entre los receptores.
Realizamos ensayos en donde inhibimos a la tirosina cinasa del EGFR mediante el
farmaco AG1478 utilizando inicialmente la concentracion mas reportada en la
literatura para células HaCaT de 10uM (150-152), sin embargo, no observamos
ningan cambio en la fosforilacion pero si efectos muy drasticos en una disminucion
en la tasa de proliferacion celular, lo que nos sugirio que el inhibidor estaba actuando

a nivel fisiologico pero por alguna razén no a nivel molecular (datos no mostrados).
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Sin embargo, utilizando concentraciones mas altas del inhibidor se observd una
inhibicion de la fosforilacion a partir de 100uM (Figura 18). Una explicacion posible,
es la transactivacion del EGFR por ErbB2 y ErB3, que sumada a la activacion
autocrina por otros ligandos (117), puede dificultar la inhibicion de la fosforilacion
por el inhibidor. Aunado a lo anterior, se sabe que la formacion de heterodimeros
reduce la sensibilidad de ambos receptores hacia su ligandos (117). Esto se
complementa con el hecho de que no logramos observar cambios en las células
HaCaT y HaCaT LacZ, posiblemente debido a esta pérdida de afinidad por la
formacion de heterodimeros. No obstante, logramos observar cambios en la linea
celular HaCaT E5 VPH-16 cuando son estimuladas con EGF, que es el ligando de
mayor afinidad al EGFR (153), este incremento sugiere que E5 preferentemente actla

sobre el reciclamiento de homodimeros y afecta principalmente al EGFR.

Por dltimo, se ha demostrado que la proteina E5 de VPH-16 puede modificar la
actividad de la via del EGFR. Esta via juega un papel medular en la homeostasis del
epitelio. Por lo que era de esperarse que E5 pudiera modificar las subpoblaciones de
la linea celular HaCaT. Nuestros resultados sugieren un panorama celular, en donde
E5 puede incrementar la auto-renovacion de las células troncales, mediante la posible
activacion de la via de PI3K/Akt, la cual esta estrechamente relacionada con la
inhibicion de la diferenciacion temprana y la auto-renovacién (112,113). Ademas, se
ha reportado que esta via puede inhibir a la via de las MAPKs (139), la cual es
necesaria para el inicio de la diferenciacion temprana (140). Sumado a lo anterior, la
via de las MAPKSs induce la expresion del gen junB, el cual puede estimular la accion
de p21 e iniciar un arresto celular(148), sin embargo, E5 induce la expresion de c-jun
el cual puede suprimir la expresion de p21(143). Para finalizar, estos mecanismos se
ven favorecidos en nuestro modelo experimental (células HaCaT), por la activacion
constante del EGFR. Esta activacion probablemente se deba a la activacion autdcrina
del EGFR, mediante la generacion de ligando como el TGF-a; la formacion de
heterodimeros puede dar lugar a la activacion del EGFR por otros ligandos (117), por
lo que puede ser un mecanismo por el cual las células HaCaT mantienen activa la via

de manera constante. En la Figura 19 se muestra un modelo, el cual representa los
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mecanismos moleculares mencionados que pueden estar involucrados en el

incremento de la subpoblacién troncal de las células HaCaT.
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Figura 19. Posible mecanismo por el cual la proteina E5 del virus del papiloma
humano tipo 16 afecta la via de sefializacion del EGFR y modifica las subpoblaciones
de la linea celular HaCaT.
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11 CONCLUSIONES

Se evidencid que la expresion de la proteina E5 del VPH-16 en la linea celular de
queratinocitos inmortalizados HaCaT, puede modificar la abundancia relativa de las
subpoblaciones celulares. Aunado a esto se demostrd que este efecto esta regulado

directamente por la via del EGFR.

Se demostrd que la activacion de la via de las MAPKSs se encuentra atenuada en las
células que expresan E5. Es posible que la via de PI3K/Akt esté regulando
negativamente la via de las MAPKSs, y de esa manera favorecer la auto-renovacion, ya
que se ha observado que la via de la PI3K/Akt estda méas involucrada en la auto-

renovacion de queratinocitos.

Se demostro que en la linea celular HaCaT existe una fosforilacion persistente del
EGFR. Sin embargo, el mecanismo por el cual ocurre esto es desconocido.
Especulamos que posiblemente se deba a la activacion autdcrina del EGFR, puesto
que se ha reportado que las células HaCaT son capaces de sintetizar otros ligandos.
Sin embargo, las altas concentraciones de inhibidor utilizadas, sugieren que existe

una transactivacion por la formacién de heterodimeros de EGFR.

En nuestro grupo de investigacion, Reveles Espinoza observo un aumento relativo de
la subpoblacion troncal de células HaCaT que expresan E5 de VPH-16, mucho mayor
que el observado en este trabajo. No obstante las condiciones de cultivo son
diferentes a las ocupadas en este trabajo, ya que se utiliz6 suero fetal bovino, el cual
contiene diversos factores de crecimiento. Por lo que es posible que existan otras vias
de sefializacion involucradas en el mantenimiento de células troncales, que estén

siendo afectadas por la proteina E5.
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12 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos de este trabajo demuestran que la proteina E5 puede
modificar las subpoblaciones de la linea celular HaCaT mediante la sobreacitvacion
de la via del EGFR. El mecanismo por el cual E5 incrementa esta via es inhibiendo a
la enzima V-ATPasa H", la cual esta encargada de acidificar los endosomas. Esta
inhibicién promueve el reciclamiento del EGFR a la superficie de la célula y de esta
manera se potencia la via. Sin embargo, este mecanismo no es especifico del EGFR;
la V-ATPasa H* se encarga de acidificar los endosomas de mudltiples proteinas de
superficie, entre ellos el receptor de Notch y Wnt/B-Catenina. Estos receptores juegan
un papel fundamental en el mantenimiento de las células troncales de muchos tejidos.
De acuerdo con nuestros resultados la via del EGFR, no es la Unica que puede estar
induciendo auto-renovacion. Es posible que E5 esté afectando mas vias de
sefializacion involucradas en el mantenimiento de la homeostasis, como las vias
Wnt/B-Catenina y Notch. Por lo que seria muy interesante estudiar si E5 estd
modificando la expresion de otras vias de sefializacion que cooperen con la via del

EGFR en los procesos de auto-renovacion.

Las células troncales salen de su reposo bajo ciertos estimulos, por lo cual el nicho en
donde se encuentran es muy importante. Nuestros estudios se realizaron con la linea
celular HaCaT, por lo que no es posible estudiar la influencia del nicho de las células
troncales, en el proceso de auto-renovacion. Un estudio en un modelo animal
permitiria estudiar mejor el efecto de la proteina E5 en la subpoblacion celular. Estos
estudios proporcionarian un panorama mas amplio sobre los mecanismos moleculares
y celulares, por lo cuales esta proteina puede desequilibrar la homeostasis del epitelio

y cooperar en los procesos de carcinogénesis inducidos por VPH.
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13 APENDICE

Dulbecco’s PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 136.9mM
KCI 2.67/mM
NaH2PO4 1.47mM
KH2PO4 1.47mM

Ajustar el pHa 7.4
TBS (Tris Buffered Saline)

Tris-HCI 50mM
NaH,PO4 150mM
Ajustar el pHa 7.6

Buffer de lisis (Modified Bolen RIPA)

Mops 20mM
NaCl 150mM
EDTA 1.0mM
NonidetP-40 1.0%
Na-Deoxicolato 1.0%
SDS 0.1%

Ajustar el pHa 7.4

Buffer de carga (Laemmli Loading Buffer)

Glicerol 20%
SDS 2%
Azul Bromofenol 0.0025%
SGB 4X 25%
B — Mercapto. 5%

Buffer de Corrida (Laemmli Electrophoresis Running Buffer)

Glicina 191.8mM
Tris-Base 24.7mM
SDS 0.1%

El pH debe ser cercano a 8.3, no ajustarlo.



Buffer de transferencia

Glicina 191.8mM
Tris-HCI 24.7mM
Metanol 20%

RGB4X (Running Gel Buffer)

Tris Base 150mM

SDS 0.4%
Ajustar el pH a 8.8

SGB4X (Stacking Gel Buffer)

Tris Base 50mM

SDS 0.4%
Ajustar el pH a 6.8

PBS (+) Citometria

e PBS1X
e 2% SFB
e 10mM HEPES

Solucion de Blogueo

e PBS1X
e 2% de albumina sérica bovina (BSA)
o 2% SFB

Solucién de Marcaje

e PBS1X
e 1% de BSA

Solucién de Azul de Tripano

e PBS1X
e 0.4% Azul de Tripano
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