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ABSTRACT

Persistent infection with high-risk human papillomaviruses (HR-HPVSs) is the
main etiological factor in cervical cancer, which is an important cause of death in
women worldwide. The human papillomavirus type 16 (HPV16) E7 oncoprotein
alters several signaling molecular pathways in order to avoid cell cycle control and
maintain survival of transformed cells as well as deregulating gene expression
involved in epigenetic reprogramming, genome stability, metabolism, cell
immortalization, among others.

The retinoic acid receptor beta (RARB) blocks cell growth, inducing
differentiation and apoptosis. This tumor suppressor gene is gradually silenced in late
passages of foreskin keratinocytes immortalized with HPV16, and in various tumors,
including cervical cancer, mainly by epigenetic modifications. We investigated the
effect of E7 oncoprotein on RARB gene expression. We found that HPV16 E7
increases the RARB mRNA and RAR-beta protein expression both in vitro and in the
cervix of young KI14E7 transgenic mice. In E7-expressing cells, RARB
overexpression is further increased in the presence of the tumor suppressor p53
(TP53) R273C mutant. This effect does not change when either C33-A or the E7-
expressing C33-A cell line is treated with Trichostatin A (TSA), suggesting that E7
enhances the RARB expression independently of histone deacetylases (HDACS)
inhibition. These findings indicate that RARB overexpression is part of the early
molecular events induced by the E7 oncoprotein prior to the development of

carcinogenesis.
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RESUMEN

La infeccion persistente con el virus del papiloma humano (VPH) de alto
riesgo es el principal factor etiologico para el desarrollo del cancer cervical, el cual es
una importante causa de muertes para las mujeres en el mundo. La expresion de la
oncoproteina E7 del VPH de alto riesgo tipo 16 (VPHL16) altera diversas vias
moleculares de sefializacion para controlar el ciclo celular y favorecer la
supervivencia de la célula transformada, asi como también la desregulacion de la
expresion de genes involucrados en la reprogramacion epigenética, inestabilidad
gendmica, metabolismo, inmortalizacion celular, entre otros.

El receptor beta del acido retinoico (RARB, del inglés retinoic acid receptor
B) bloguea el crecimiento celular, induciendo diferenciacién y apoptosis. Este gen
supresor de tumor es silenciado gradualmente en pasajes tardios de queratinocitos de
piel inmortalizados con VPH16 y en diferentes tumores incluyendo el cancer cervical
debido a modificaciones epigenéticas. Se investigd el efecto de la oncoproteina E7
sobre la expresion del RARB. Se encontr6 que la oncoproteina E7 del VPH16
incrementa la expresion del ARNm y proteina (RAR-beta) del gen RARB tanto in
vitro como en el cérvix de ratones jovenes K14E7 transgénicos. En células que
expresan E7, RARB aumentd aun mas en presencia de la mutante R273C del gen
supresor de tumores TP53 (TP53 R273C). Este incremento no cambia en las células
C33-Ani en las células C33-A que expresan a la oncoproteina E7 cuando son tratadas
con tricostantina A (TSA), sugiriendo que E7 activa la expresion del RARB
independientemente de la inhibicién de HDACSs (enzima que remueve acetilos en las
histonas). Estos hallazgos indican que la sobreexpresion del RARB es parte de los
eventos moleculares tempranos inducidos por la oncoproteina E7 antes del desarrollo

de la carcinogénesis.

Gutiérrez Cuevas J 1



La oncoproteina E7 del V'PH16 sobreexpresa a RARB

INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad gradual y multifactorial que se caracteriza por la
acumulacion de diversos eventos de dafio celular, tales como la inestabilidad
cromosOmica, inactivacion de proteinas reguladoras del ciclo celular, inhibicion de
apoptosis y modificaciones epigenéticas, entre otros (Hanahan & Weinberg, 2011;
Mesri et al, 2014). EI cancer cervical, debido a su naturaleza viral, es un paradigma
para entender el desarrollo de otros tipos de cancer epitelial. Los tipos del virus del
papiloma humano (VPH) de alto riesgo son los principales agentes etiolégicos del
cancer cervical, debido a que estan presentes en méas del 95% de los tumores, siendo
el VPH16 el genotipo de mayor prevalencia (Li et al, 2011). Sin embargo, solo un
pequefio porcentaje de mujeres infectadas con el VPH de alto riesgo desarrollan
cancer cervical, lo cual indica que son necesarios otros factores junto con los VPHs
de alto riesgo para inducir la carcinogénesis cervical (Gariglio et al, 2009). Estos
virus ejercen su potencial oncogeénico principalmente a través de la expresion de sus
oncoproteinas E6 y E7 (Munger et al, 2004). La expresién permanente de estas
oncoproteinas extiende la expectativa de vida de las células primarias humanas y
facilita su inmortalizacion (Halbert et al, 1992). A pesar que las oncoproteinas E6 y
E7 carecen de actividades de unién especificas al ADN, pueden asociarse con otras
proteinas celulares para inducir alteraciones epigenéticas, inestabilidad genomica,
transformacion celular y progresion tumoral (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).
Por ejemplo, la oncoproteina E6 del VPH16 interactta con el supresor de tumor TP53
(Werness et al, 1990) e induce su degradacion (Scheffner et al, 1990) y
consecuentemente inhibe la apoptosis celular (Lagunas-Martinez et al, 2010). Por otra
parte, el principal blanco de la oncoproteina E7 es la familia de proteinas
retinoblastoma (pRb, p107 y p130); la inactivacion de estas proteinas provoca la
desregulacion del ciclo celular (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009a). Ademas, se
ha demostrado que la expresién de E7 del VPH16 causa una reprogramacion
epigenética celular tanto a nivel de metilacién del ADN como a nivel de modificacion
de histonas (Brehm et al, 1999; Burgers et al, 2007; McLaughlin-Drubin et al, 2011,
Zhang et al, 2004). Por ejemplo, E7 reduce la marca global de la trimetilacion de la
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lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3) lo cual libera la represion transcripcional
mediada por el complejo policomb (PRC) (la mayoria de las nomenclaturas usadas
son indicadas en su término original en inglés) (McLaughlin-Drubin et al, 2011). La
oncoproteina E7 puede también potenciar la transcripcion de varios genes a traves de
la activacion de enzimas transferasas de acetilos en histonas (HATS), inhibiendo las
deacetilasas de histonas (HDACs, enzima que remueve acetilos en las histonas) e
incrementando la acetilacion global de la H3 (Bodily et al, 2011; Brehm et al, 1999;
McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b; Zhang et al, 2004). Todos los mecanismos
mencionados anteriormente estan involucrados en la reprogramacion de las células
epiteliales infectadas por el virus para favorecer la supervivencia de la célula y evitar
el control del ciclo celular.

El gen que codifica para el receptor beta del acido retinoico (RARB) es
expresado en tejido epitelial y activado por el tratamiento con &cido retinoico de
forma trans (ATRA o RA: metabolito de la vitamina A), y provoca la inhibicion del
crecimiento de las células de cancer oral y cancer cervical (Geisen et al, 2000;
Hayashi et al, 2001; Si et al, 1996). En células epiteliales normales del cérvix, el gen
RARB esta expresado (Geisen et al, 1997); sin embargo, la pérdida de expresién del
gen RARB es dependiente de la etapa del cancer y ha sido encontrada con una
frecuencia variada y correlacionada con la represion transcripcional de su promotor
en diferentes tipos de tumores, incluyendo el cancer cervical y carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello (HNSCCs) (Choi et al, 2007; Ivanova et al, 2002;
Narayan et al, 2003; Xu et al, 1999b; Youssef et al, 2004; Zhang et al, 2007).
Interesantemente, en las lineas celulares derivadas de cancer cervical positivas al
VPH que expresan al supresor tumoral TP53 silvestre, el gen RARB no estad
expresado (Narayan et al, 2003; Youssef et al, 2004; Zhang et al, 2007); mientras que
las lineas celulares negativas al VPH con TP53 mutado expresan RARB (Narayan et
al, 2003; Youssef et al, 2004; Zhang et al, 2007). De acuerdo a lo anterior, la
metilacién del promotor del RARB en lineas celulares derivadas de HNSCCs se
correlaciona con la pérdida de expresion del RARB y esta inversamente relacionado a
la presencia de TP53 mutado (Youssef et al, 2004), lo cual sugiere que el estado de
TP53 junto con el VPH pueden ser factores importantes en la regulacion
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transcripcional del RARB durante la infeccion por el VPH y en la carcinogénesis. Se
ha reportado que algunas mutaciones de TP53 adquieren nuevas actividades
oncogenicas para transactivar genes que promuevan la proliferacion de células
cancerosas (Freed-Pastor & Prives, 2012). En apoyo a esta observacion, fue reportado
que los carcinomas del cérvix tienen a TP53 mutado con frecuencias del 9% al 16%
(Ojesina et al, 2014; Tornesello et al, 2014) y que estas mutaciones somaticas estan
implicadas en la patogénesis del carcinoma cervical (Ojesina et al, 2014).

En este trabajo, describimos por primera vez que la oncoproteina E7 del
VVPH16 induce la sobreexpresion del gen supresor tumoral RARB tanto en lineas
celulares como en el cérvix de ratones jovenes transgénicos K14E7 sin neoplasia
cervical. La activacion del RARB es mas elevada in vitro debido a la accion sinérgica
de E7 del VPH16 con la mutante TP53 R273C; este efecto no es dependiente de la
inhibicion de las HDACs en la linea celular C33-A.

1.1. GENERALIDADES DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Los virus del papiloma humano son miembros de la familia Papillomaviridae,
muestran un tropismo en la infeccion de células del epitelio escamoso; su genoma es
de doble cadena de ADN de aproximadamente 8 kpb empacado dentro de una capside
icosahedral de 55 nm. Solo una de sus dos cadenas se transcribe para codificar ocho
proteinas, ademas tiene una region regulatoria corriente arriba (URR), también
conocida como region no codificante (Van Doorslaer & Burk, 2010). EI ADN viral
tiene marcos de lectura abierta (ORFs) de expresion temprana (E; del inglés early),
éstos codifican para proteinas regulatorias no estructurales (E1, E2, E4, E5, E6 y E7),
las cuales tienen diferentes funciones en el citoplasma y ndcleo de la célula huésped;
por ejemplo en la replicacion viral (E1 y E2), transcripcion del ADN del virus (E2),
maduracion y liberacién de las particulas virales (E4), transformacion (E5, E6 y E7) e
inmortalizacion celular (E6 y E7). Ademas, el VPH posee dos ORFs de expresion
tardia (L; del inglés late) que codifican a las proteinas de la capside mayor y menor
del virus (L1 y L2), respectivamente; ambas proteinas participan en el
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empaquetamiento del virus para formar la capside viral. A todos estos genes se les
asign6 su nombre de acuerdo a su expresion durante la diferenciacion epitelial,
(Esquema 1) (McLaughlin-Drubin & Munger, 2013; Van Doorslaer & Burk, 2010).

Esquema 1. Representacion esquematica del genoma del VPH16. El circulo
central representa el genoma de ADN de doble cadena. Los genes E y L son
codificados a partir de tres posibles ORFs como es indicado y son transcritos

unidireccionalmente. La URR es indicada en lineas discontinuas (ver texto).

1.1.1. Clasificacion de los Virus del Papiloma Humano

Se han identificado cerca de 200 genotipos del VPH y categorizado en
géneros especificos de acuerdo a la similitud de sus secuencias de ADN. El grupo de
de Villiers propone la clasificacion de los VPHs basandose sobre la identidad de su
secuencia, topologia de arboles filogenéticos y caracteristicas biolégicas (de Villiers
et al, 2004). Los VPHs que comparten mas del 60% de su identidad de secuencia de
nucleotidos sobre el gen principal y estructural L1, fueron clasificados en el mismo
género. El genero fue llamado de acuerdo al alfabeto griego, por ejemplo alfa-, beta-,
gamma-papilomavirus, respectivamente. Este es el primer sistema de clasificacion
viral basado en la similitud de secuencias reconocido por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (Van Doorslaer & Burk, 2010). Las distintas cepas de

un género especifico son comunmente llamados “tipos”, y fueron descritos como
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aquellos virus que comparten menos del 90% de similitud de su secuencia en el ORF
de L1 con cualquier otro tipo previamente definido (Van Doorslaer & Burk, 2010).
Las variantes de los VPHSs difieren generalmente en menos del 3% en sus secuencias
en el gen L1, y regularmente exhiben variacion de un solo nucledtido (de Villiers et
al, 2004). Ademas una publicacién actualizé la nomenclatura asignada para los 189
papilomavirus conocidos en 29 géneros (Bernard et al, 2010).

Los VPHs también se clasifican de acuerdo al tipo de epitelio que infectan, ya
sea como cutaneos o de la mucosa. Los VPHs cutaneos como los tipos VPH1 y
VPH2, generalmente causan enfermedades benignas de la piel o verrugas del pie
(Korzeniewski et al, 2011). Los VPHs de la mucosa son divididos en VVPHs de bajo
riesgo y de alto riesgo. Los tipos de bajo riesgo como VPH6 y 11 se asocian a
lesiones benignas incluyendo papilomas o condiloma acuminado y de laringea. En
cuanto a los tipos del VPH de alto riesgo como el VPH16, 18, 31, 33 0 45, entre
otros, son asociados principalmente a todas las lesiones con carcinomas del cérvix
(Korzeniewski et al, 2011).

1.1.2. Infeccion e Inicio del Ciclo de Replicacion del VPH

El ciclo de replicacion del VPH ha sido muy bien estudiado en el epitelio del
cérvix y se ha encontrado que estd totalmente relacionado a la diferenciacion del
epitelio que infecta. EI VPH es transmitido sexualmente y la infeccion es adquirida
cuando estd descubierta la capa basal del epitelio escamoso estratificado debido a
microlesiones de la mucosa que lo recubre; posteriormente, el virus se une
principalmente a los receptores proteoglicanos de heparan sulfato (Giroglou et al,
2001) y a la integrina alfa 6 para internalizarse en las células epiteliales (Evander et
al, 1997).

Como todos los virus, los VPHs son microorganismos intracelulares
obligatorios que necesitan reprogramar a la célula huésped que infectan para
establecer la infeccién y completar el ciclo viral para producir nueva progenie viral
(Best et al, 2012; McLaughlin-Drubin & Munger, 2013).
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1.1.2.1. Replicacién y Transcripcion de Genes de Expresion Temprana
del VPH

Después de la infeccion en las células epiteliales no diferenciadas de la capa
celular basal, el genoma viral es mantenido en aproximadamente 100 copias por
célulay las proteinas E1 y E2 se expresan para regular la replicacion viral y expresion
de otros genes de expresion temprana del virus (Best et al, 2012; Van Doorslaer &
Burk, 2010). La proteina E1 tiene actividad de ATPasa y de ADN helicasa, la cual se
une a la region palindromica [AACCg(N4)cGGTT] en la URR (Blakaj et al, 2009), y
forma un complejo con E2 para unirse al sitio de origen de la replicacion viral, donde
se ensambla formando un complejo hexamérico y funcionan como un andamiaje para
que se unan las proteinas de la replicacion celular (por ejemplo, la ADN
polimerasa/primasa y la proteina RPA) (Van Doorslaer & Burk, 2010). El gen E5 es
también parte del proceso de replicacion temprana y forma un complejo con el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas para estimular el crecimiento
celular; también inhibe la apoptosis y mantiene a las células epiteliales en continua
replicacion (lbeanu, 2011).

Los VPHs no codifican para ninguna proteina que limite el porcentaje de su
replicacion tales como enzimas para la biosintesis de nucle6tidos o una polimerasa de
ADN; por lo tanto, estos virus son muy dependientes de la disponibilidad de la
maquinaria de sintesis del ADN celular para replicar su genoma (McLaughlin-Drubin
& Munger, 2013).

El ADN del VPH generalmente se encuentra en la forma extracromosomal o
episomal al inicio de las lesiones precursoras del cancer. La integracion del ADN
viral hacia el ADN del huésped frecuentemente ocurre en lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado (HSIL) y en cancer cervical; por consiguiente, es muy
comun que éstas lesiones contengan el ADN viral tanto en la forma episomal como la
integrada (Abreu et al, 2012). Durante la integracion del ADN viral en el de la célula
huésped, el genoma del virus se rompe afectando los ORFs de E1 y E2, mientras que
los ORFs de E6 y E7 junto con la region no codificante permanecen intactas. La
pérdida de funcion del gen E2 resulta en la expresion incrementada y descontrolada
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de las oncoproteinas E6 y E7, las cuales modifican el ciclo celular y retienen la
diferenciacion de los queratinocitos del huésped en un estado favorable para la
amplificacion del genoma viral; ademas estas oncoproteinas han sido relacionadas a
la persistencia de la infeccion por el VPH (Abreu et al, 2012; Best et al, 2012).

La célula basal infectada con el VPH se divide y forma dos células hijas con
el material genético del virus; una de ellas permanece en la capa basal y retiene su
capacidad de division; por lo tanto, requiere la division celular del huésped para
continuar con el ciclo viral. La otra célula hija continua hacia la capa suprabasal,
donde se diferencia y eventualmente es liberada de la superficie epitelial (Ibeanu,
2011).

1.1.2.2. Empaquetamiento y Transcripcion de Genes de Expresion Tardia
del Virus

Después de la diferenciacion celular en la capa epitelial granular; las proteinas
L1y L2 se expresan y empaquetan el nuevo genoma viral recientemente sintetizado.
La proteina L1 espontaneamente forma pentdmeros los cuales se ensamblan con la
proteina L2 para formar la capside viral (Buck et al, 2008). Posteriormente, el gen E4
es expresado solamente en la etapa tardia del ciclo de vida viral cuando las particulas
del virus comienzan a ensamblarse; en esta etapa la proteina E4 rompe la integridad
de la capa celular cornificada para asistir eficientemente el escape del virus desde el
epitelio superficial (Doorbar et al, 1991). Por otro lado, el gen E5 es frecuentemente
eliminado en las células del carcinoma cervical, lo cual sugiere que puede no ser
importante para el mantenimiento del estado transformado.

Las proteinas de la capside estan unidas por enlaces disulfuro y proporcionan
estabilidad estructural y proteccion contra un ambiente hostil cuando el virus es
liberado desde el epitelio superficial (Buck et al, 2005). La proteina L2 esta altamente
conservada entre los tipos del VPH y es expuesta durante la unién al receptor celular
durante la infeccidn inicial, lo cual completa el ciclo de vida del virus (Kines et al,
2009).
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1.2. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y CANCER CERVICAL

A pesar de la disponibilidad de vacunas contra el VPH (los resultados de
prevencion se veran en unos afios mas, debido a la reciente aplicacion de la vacuna),
la incidencia y mortalidad de cancer cervical sigue siendo alta a nivel mundial y
actualmente ocupa el cuarto lugar de los tipos de cancer de la mujer de acuerdo a la
agencia internacional para la investigacion del cancer (IARC). El 86% de las muertes
causadas por el cancer cervical ocurre en paises en vias de desarrollo (Arbyn et al,
2011).

El grupo de Harald zur Hausen descubrié que algunos miembros del grupo
mucosatrépicos alfa-papilomavirus en particular los tipos de de alto riesgo
oncogenico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 y otros;
aproximadamente 20 tipos) son los principales agentes etioldgicos para el desarrollo
del céncer cervical (McLaughlin-Drubin et al, 2012), y se encuentran en méas del 95%
en los tumores del cérvix (Bouvard et al, 2009). Estos VPHSs de alto riesgo también
causan otros carcinomas del tracto anogenital incluyendo el anal, vulvar, vaginal y
canceres en el pene, y mas recientemente han sido relacionados al cancer oral,
particularmente con los carcinomas orofaringeos (McLaughlin-Drubin et al, 2012).

Los VPH16 y 18 de alto riesgo han sido encontrados aproximadamente en un
70% de todos los casos de cancer cervical a nivel mundial y el VPH16 es el de mayor
prevalencia (Li et al, 2011). Sin embargo, la persistencia de la infeccién con el VPH
de alto riesgo es necesaria pero no suficiente causa para este cancer, el cual se
desarrolla en afios o incluso en décadas a partir de lesiones precursoras; ademas,
solamente un pequefio porcentaje de mujeres desarrollan la enfermedad, lo que indica
gue son necesarios otros factores adicionales al virus para la induccion y desarrollo de

la carcinogeénesis cervical.
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1.2.1. Mecanismos Moleculares Causados por los VPHSs de Alto Riesgo en

la Carcinogénesis

Los VPHs de alto riesgo codifican tres proteinas con actividad de
transformacion, E5, E6 y E7. La proteina E5 puede contribuir en las etapas iniciales
del cancer (Talbert-Slagle & DiMaio, 2009) y en la formacién del cancer en un
modelo de raton transgénico (Maufort et al, 2007). Sin embargo, esta proteina no es
necesaria para el mantenimiento del fenotipo transformado, debido a que su expresion
se pierde durante la progresién maligna cuando el genoma del virus se integra al de la
célula huésped. Por otro lado, los principales marcadores de tumores sélidos en el
humano de acuerdo a como los catalogaron Hanahan y Weinberg, incluyen a la
proliferacion celular ilimitada, independencia del factor de crecimiento, evasion de la
apoptosis, insensibilidad a sefiales citostaticas, induccion de invasividad, propiedades
metastasicas y angiogénesis prolongada (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b). Los
VPHs de alto riesgo asociados a canceres expresan los oncogenes E6 y E7, los cuales
son reguladores criticos en cada uno de los procesos mencionados. A continuacion se
describe a los marcadores de tumor originados por las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH de alto riesgo; de acuerdo a recientes revisiones relacionadas con el tema, la
oncoproteina E6 desestabiliza los puntos de control del ciclo celular, inhibe la
apoptosis, altera la polaridad y el citoesqueleto de la célula, provoca inestabilidad
gendmica, participa en la transicion epitelial a mesenquimal, causa reprogramacion
epigenética e inmortalizacion celular. La oncoproteina E7 induce sintesis del ADN,
modula la muerte celular, altera el metabolismo, causa inestabilidad gendmica,
promueve reprogramacion epigenética, participa en la transicion epitelial a
mesenquimal y en la inmortalizacion celular (Korzeniewski et al, 2011; McLaughlin-
Drubin & Munger, 2009b; McLaughlin-Drubin & Munger, 2013).
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1.2.2. La Oncoproteina E7 de los VPHs de Alto Riego Modifica la

Expresion Transcripcional de la Célula

La oncoproteina E7 del VPH es de bajo peso molecular (98 aminoéacidos) y
puede formar dimeros (McLaughlin-Drubin et al, 2012). La oncoproteina E7 del VPH
de alto riesgo se asocia con otras proteinas y reprograma vias de sefializacion en la
célula huésped para favorecer la supervivencia y proliferacion de la célula
transformada. EI principal y mejor blanco estudiado de E7 es el supresor de tumores
de la familia de proteinas retinoblastoma (pRb, p107 y p130), siendo pRb la que
controla el inicio de la fase S del ciclo celular a través de su asociacion con miembros
de la familia de factores de transcripcion E2F. Cuando pRb es fosforilada por los
complejos cinasas dependientes de ciclina (cdk; del inglés cyclin-dependent kinase) 4
y/o cdk6/ciclina D en la fase G1 se interrumpen e inactivan los complejos represores
transcripcionales pRb/E2F, y al disociarse los E2Fs actian como activadores
transcripcionales de los genes que participan en la entrada y progresion de la fase S
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b). La oncoproteina E7 se asocia con pRb
preferencialmente en su forma hipofosforilada y dirige a esta proteina a su
degradacidn en el proteosoma a través de la asociaciéon con ZERL1 el cual contiene un
complejo culina 2 (CUL2), ligasa y ubiquitina (White et al, 2012). Se ha encontrado
gue muchas oncoproteinas E7 se asocian con la ligasa y ubiquitina UBR4, una
proteina de 600 kDa que puede regular la anoikis (anoikis, término del inglés que
refiere a muerte celular programada inducida por el desprendimiento de células de la
matriz extracelular) (Moody & Laimins, 2010). Por lo tanto la degradacion de pRb,
altera diferentes procesos celulares como la muerte celular, los puntos de control
mitotico y la diferenciacion celular (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).

Los heterodimeros E2F6/DP1 o DP2 funcionan como represores
transcripcionales probablemente para disminuir y regular la transcripcion de genes
blanco de E2F y para inducir la salida de fase S. La oncoproteina E7 se asocia con el
dominio represor carboxilo terminal de E2F6 y evita la actividad represiva de esta
proteina que también es un componente de los complejos represivos polycomb
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2013).
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La oncoproteina E7 del VPH16 también inhibe las actividades
transcripcionales de TP53 e inactiva a p21 y p27Kip1; p21 es un inhibidor del ciclo
celular dependiente de TP53 en la fase G1 (Klingelhutz & Roman, 2012). Por lo
tanto, la inhibicién de p21 y p27Kipl permite que E7 juegue un papel importante en
el desacoplamiento de la diferenciacion y proliferacion celular, lo cual es necesario
para la replicacion viral.

Por otro lado, E7 incrementa la expresion del oncogén cdc25, una fosfatasa
que remueve una fosforilacion inhibitoria de la funcion de cdk2 y 4. Ademas, E7 se
asocia directamente con cdk2 e incrementa su actividad enzimética independiente de
pRb, p107 y p130 (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).

Otro de los efectos de E7 es evitar la inhibicion del crecimiento celular
mediado por TGF-B (Diaz-Chavez et al, 2008) y la adquisicion de la resistencia de
TGF-B es un proceso autoregulatorio debido a que TGF-f puede reprimir la expresion
de E6/E7 del VPH16 (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).

Una caracteristica importante de las células tumorales en humano es el cambio
metabolico de la respiracion mitocondrial a la glicolisis aerdbica, conocido como
efecto “Warburg”. Un efecto similar del cambio metabdlico ocurre en las células
transformadas con el VPH, el cual es debido a que la oncoproteina E7 puede
asociarse y alterar la actividad de la variante M2 embrionica de la enzima cinasa de
piruvato (M2-PK) (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b). Por otro lado, la
oncoproteina E7 del VPH16 se asocia y activa a la a-glucosidasa (Zwerschke et al,
1999), una enzima que cataboliza el glucdgeno. Al igual que muchos tumores, los
canceres del cérvix asociados al VPH contienen bajos niveles de glucogeno
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).

Las células transformadas frecuentemente tienen un pH intracelular alto; la
oncoproteina E7 causa una alcalinizacion citoplasmatica debido a que incrementa la
actividad de la proteina que intercambia el Na*/H"; la inhibicion de este intercambio
disminuye la proliferacion celular e inhibe el crecimiento independiente de anclaje de
las células NIH3T3 transformadas con E7 del VPH16 (Reshkin et al, 2000).

La inestabilidad gendmica es cominmente encontrada en células que expresan

las oncoproteinas del VPH; la aneuplodia y la ganancia o pérdida de cromosomas
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completos en estas células aumenta como consecuencia de una variedad de
anormalidades en la mitosis, incluyendo la mitosis multipolar, puentes en la anafase y
una mitosis desorganizada con material cromosémico retrasado (McLaughlin-Drubin
& Munger, 2009b). Por otro lado, la presencia de E7 del VPH16 desacopla la sintesis
del centriolo de la division del ciclo celular e induce muchos centrosomas (del inglés;
supernumerary centrosomes) a través del centrosoma primario y de los errores de
duplicacion del centriolo en células normales diploides (McLaughlin-Drubin &
Munger, 2009b). Un posible mecanismo que explicaria la induccion de muchos
centrosomas en células que expresan E7 del VPHI6, es la asociacion de E7 con y-
tubulina (un regulador del centrosoma) de manera independiente a pRb, p107 y p130;
no obstante, la presencia de la oncoproteina E7 inhibe el reclutamiento de la vy-
tubulina en el centrosoma (Nguyen et al, 2007).

Como fue anteriormente mencionado, los puentes que se forman en la anafase
de las células que expresan las oncoproteinas, probablemente representan las fusiones
de los cromosomas debido al rompimiento del ADN de doble cadena. La presencia de
sitios de reparacion del ADN en las células que expresan E7, indica que la
oncoproteina E7 puede inducir el rompimiento del ADN de doble cadena o interferir
en la reparacion de las cadenas de ADN rotas, facilitando la integracion del genoma
viral en el de la célula huésped (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).

Otra de las consecuencias de la presencia de E7 del VPH de alto riesgo es la
transicion del tejido epitelial a mesenquimal, debido a la desregulacion
transcripcional de proteinas involucradas en vias que favorecen la progresion maligna

y la angiogénesis (Hellner et al, 2009).

1.3. FACTORES DE RIESGO ADICIONALES A LA INFECCION DEL VPH
PARA LA CARCINOGENESIS

Es importante la infeccion del VPH de alto riesgo y la continua expresion de
sus oncogenes para que las células epiteliales adquieran un fenotipo transformado y

junto con factores de riesgo adicionales la aparicion de la carcinogénesis. De acuerdo
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a lo anteriormente mencionado, una infeccion con el tipo de VPH de alto riesgo tiene
un factor de riesgo relativo (RR) elevado y significativo para el desarrollo del cancer
cervical (RR = 50-100), y es mayor comparado con el fumar tabaco para el desarrollo
de cancer de pulmén (RR = 10) (Franco & Harper, 2005). Sin embargo, el fumar
tabaco solamente es un factor minimo en el desarrollo del cancer cervical (RR = 1.6)
(Appleby et al, 2006). Ademés del virus como el principal factor de riesgo para el
desarrollo del cancer cervical, se han asociado otros factores de riesgo adicionales
para el desarrollo de la enfermedad, los cuales incluyen la actividad sexual,
multiparidad y anticonceptivos orales (Tabla suplementaria 1) y otros que se

describen a continuacion.

1.3.1. La Deficiencia Nutricional como Cofactor en la Progresion del

Céancer Cervical

El estado nutricional es un importante cofactor que afecta la persistencia y
progresion de las infecciones de los VPHs de alto riesgo hacia la neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). Los estudios indican que bajos niveles de folato y una
deficiencia en el consumo de tiamina, riboflavina y vitamina B12 se asocian a la
displasia cervical; sin embargo, hay un estudio que indica no haber encontrado
asociacion del folato, vitamina B12 y la homocisteina con la displasia cervical
(Gariglio et al, 2009). Por otra parte, se sugiere que los nutrientes con efectos
antioxidantes como el retinol, los carotenoides, el cis-licopeno y los tocoferoles
protegen contra la persistencia del VPH y de la carcinogénesis (Garcia-Closas et al,
2005; Giuliano et al, 1997; Palan et al, 1998; Sedjo et al, 2002). Sin embargo, otro
estudio no encontrdé efecto protector en contra de la persistencia del VPH de alto
riesgo con los antioxidantes luteina, zeaxantina y b-criptoxantina (Giuliano et al,
2003; Goodman et al, 2007; Sedjo et al, 2002). Pero se encontré una reduccion del
riesgo de cancer cervical en la mujeres con alto consumo de vitamina C, vitamina E,
Vitamina A, a-caroteno, B-caroteno, luteina, folato, frutas y vegetales (Ghosh et al,
2008). Los vegetales cruciferos son una fuente rica en isotiocianatos e indoles

derivados de la hidrolisis de los glucosinolatos, sulforafano e indol-3-carbinol los
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cuales han sido implicados en una variedad de mecanismos anticancerigenos (Higdon
et al, 2007).

1.4. LAVITAMINA AY SUS DERIVADOS (RETINOIDEYS)

Actualmente se conocen mas de 4,000 moléculas naturales o sintéticas,
estructuralmente y funcionalmente relacionadas con la vitamina A. Esta vitamina se
obtiene exclusivamente a través de la dieta en la forma de retinol, éster retinil o -
caroteno. La vitamina A se almacena como éster retinil en las células hepaticas. El
retinol es reversiblemente oxidado por la deshidrogenasa de retinol para generar
retinal. Posteriormente, el retinal puede ser irreversiblemente oxidado a acido
retinoico (RA) en su forma trans (ATRA) por la deshidrogenasa de retinal y ain mas
oxidado por las enzimas citocromo P450 (principalmente CYP26) en el tejido
hepatico. Los retinoides con actividad bioldgica son el ATRA o cominmente llamado
RA, 9-cis RA, 11-cis retinaldehido, 3,4-didehidro RA y quizéas el 14-hidroxi-4, 14-
retro retinol, 4-oxo RA y 4-oxo retinol (Bushue & Wan, 2010).

1.4.1. Receptores de Acido Retinoico (RAR) y Receptores de X Retinoide
(RXR)

Las acciones fisioldgicas de los retinoides son mediadas por dos clases de
receptores, receptores del acido retinoico (RAR) y receptores de X retinoide (RXR).
Ambos receptores son miembros de la superfamilia de factores de transcripcion
dependientes de ligando de receptores nucleares. Cada clase de receptor contiene tres
subtipos (a, By v). Los RARs son activados por ATRA y 9-cis RA; mientras que los
RXRs son exclusivamente activados por 9-cis RA (Bushue & Wan, 2010). Sin
embargo, debido a la conversion del ATRA a 9-cis RA, elevadas concentraciones
(10° M) de ATRA también pueden activar la transcripcién de genes en células

transfectadas con los RXRs (Heyman et al, 1992).
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En presencia del ligando, los RARs funcionan como homo o heterodimeros e
interactian con elementos de respuesta al RA (RARES) o elementos de respuesta a X
retinoides (RXREs) situados en la secuencia de ADN de genes que se activan por el
RA 0 9-cis RA. Los RARESs corresponden a repetidos de rearreglos polimdrficos del
siguiente motivo 5'-PuG(G/T)TCA (Gariglio et al, 2009). Por ejemplo, en ausencia
del RA, los heterodimeros RAR/RXRs se unen al promotor del gen RARB
interactuando con correpresores como NCoR (del inglés, nuclear receptor
corepressor) y SMRT (del inglés, silencing mediator of RAR and thyroid hormone
receptor); los NCoRs reclutan a mSin3A y a HDACSs, lo cual genera el silenciamiento
de la transcripcion del gen RARB a través de la condensacion de la cromatina
(Weston et al, 2003). Mientras que para la activacion del promotor del RARB se
necesita la presencia de RA y los heterodimeros RARA/RXR, incluyendo otros
cofactores (Kruyt et al, 1991; Zhang et al, 1992) via interaccion con proteinas
adaptadoras con actividad de transferasas de acetilos en las histonas (p300 and CBP:
CREB-binding protein) (Esquema 2) (Bastien & Rochette-Egly, 2004; Gillespie &
Gudas, 2007; Xu et al, 1999a).

Los RXRs son receptores promiscuos porque forman heterodimeros con otra
clase de receptores, entre los cuales se incluye a los receptores para &cidos grasos
(PPAR), acidos biliares (FXR), vitamina D (VDR) y otros receptores (Bushue &
Wan, 2010).
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Esquema 2. Regulacion transcripcional del promotor del gen RARB. En ausencia
de ligando (RA), los heterodimeros RAR/RXR estan asociados con un complejo
correpresor en el promotor del RARB; mientras que en presencia de RA los
heterodimeros RAR/RXR forman un complejo con proteinas coactivadoras para
remodelar la cromatina y originar una cromatina relajada y permitir el reclutamiento
de la maquinaria de transcripcion para la iniciacion de la expresion del gen RARB
(Esquema modificado de Bastien & Rochette-Egly, 2004).

1.4.2. Vitamina A 'y Cancer Cervical

La vitamina A y sus derivados (retinoides) participan en un amplio rango de
efectos sobre el desarrollo embrionario, crecimiento celular, diferenciacion y
apoptosis. La vitamina A ha sido usada como tratamiento para la ceguera desde hace
muchos afos (Bushue & Wan, 2010).

De acuerdo a un estudio el cual analiz6 la asociacion de la vitamina A con el
riesgo de cancer cervical a través de un meta-analisis considerando 15 articulos, 11
evaluaron el consumo de la vitamina A (retinol, caroteno y otros carotinoides) y 4

midieron los niveles de esta vitamina en plasma (retinol y caroteno). Los resultados
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indicaron que la ingesta de vitamina A y sus niveles en plasma estan inversamente
asociados con el riesgo de cancer cervical (Zhang et al, 2012). Ademaés, desde hace
varios afos se habia observado que los niveles bajos de la vitamina A en suero y la
correlacion de las concentraciones de a-caroteno y [-caroteno en plasma estan
asociados con el desarrollo de NIC (Bernstein & Harris, 1984; Gamboa-Pinto et al,
1998). Por otro lado, la carcinogénesis cervical inducida por el VPH estd asociada

con los niveles bajos del ATRA en suero (Berlin Grace et al, 2006).

1.5. ANTECEDENTES

El RA es un importante regulador de la proliferacion y diferenciacién celular,
y tiene un efecto en la inhibicion de la proliferacion de células cancerosas derivadas
del cérvix (Behbakht et al, 1996); por lo tanto, el RA tanto en su forma natural como
la sintética ha sido usado como agente quimioterapéutico para el tratamiento de
lesiones precancerosas y cancerosas del tejido cervical (Benbrook et al, 1997; Ruffin
et al, 2004; Surwit et al, 1982; Wilailak et al, 2003). Sin embargo, recientemente un
estudio indica que los retinoides no son efectivos en la regresion de NIC 3 pero si
pueden tener un efecto regresivo sobre NIC 2 (Helm et al, 2013).

La inhibicion de la proliferacion de las células cancerosas por los retinoides es
debida a diferentes efectos que causan a nivel intracelular, como son la supresion de
la actividad de la telomerasa y un arresto del ciclo celular en la fase G1 en las células
HeLa (Guo et al, 2006); ademas, un aumento en la transcripcién de p21 (Arany et al,
2003), activacion de la caspasa 1 e induccion de la apoptosis con inhibicion de la

angiogeénesis (Liaudet-Coopman et al, 1997; Oridate et al, 1995) entre otros efectos.
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1.5.1. El Receptor B del Acido Retinoico Presenta Modificaciones
Epigenéticas en Cancer Cervical

Existen dos tipos de epitelio morfolégicamente distintos en el cérvix uterino,
un epitelio estratificado escamoso no queratinizado el cual cubre al ectocérvix y un
epitelio simple columnar que reviste el canal cervical. Se ha reportado que el gen
RARB se expresa de manera normal en ambos queratinocitos extraidos de la parte
ectocervical y endocervical del tejido cervical normal; ademas, la expresion del
ARNmM del RARB se incrementa cuando estos queratinocitos son tratados con RA
(Geisen et al, 1997). Sin embargo, en muchos tipos de canceres incluyendo el cancer
cervical la expresion del RARB esta disminuida o totalmente ausente debido a la
pérdida de heterocigosidad (Choi et al, 2007) o por las modificaciones epigenéticas,
como lo es la metilacion de las islas CpG en la regién promotora del gen, el cual
presenta una metilacion dependiente del grado de neoplasia del cérvix; por ejemplo,
en canceres invasivos se reporta una metilacion del promotor RARB desde un 33%
hasta un 63% (lvanova et al, 2002; Narayan et al, 2003; Xu et al, 1999b). Otra
modificacion epigenética del RARB encontrada en lineas celulares derivadas de
cancer cervical incluye la modificacién de histonas con marcas represivas en su
promotor, el cual es reactivado por un inhibidor de desacetilasas de histonas (TSA)
(Zhang et al, 2007).

1.5.2. El Receptor B del Acido Retinoico es un Supresor de Tumor

El efecto més relevante del RARB es su funcion supresora de varios tumores
incluyendo el cancer cervical, teniendo como principal efecto la inhibicion de la
proliferacion celular (Geisen et al, 2000; Si et al, 1996); en células HeLa positivas al
VPH18 se ha encontrado que RARB disminuye la actividad del promotor que dirige
la expresion de E6 y E7 (Bartsch et al, 1992) y este mismo efecto fue visto para E7 en
las células SiHa positivas al VPH16 cuando fueron tratadas con altas dosis de RA,
causando una disminucion de la union de AP1 al sitio del promotor que dirige la

expresion de este oncogén (Faluhelyi et al, 2004); en células CaSki positivas al
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VPH16 también el RA inhibe la transcripcion de E6 y E7 (Narayanan et al, 1998).
Sin embargo, un estudio indica que el RA no tiene ningun efecto represivo sobre la
expresion de E6 y E7 tanto en células CaSki como en las células HeLa (Myga-Nowak
et al, 2011); ademas, el efecto del RA sobre la proliferacion es dependiente del
contexto celular y de su concentracion asi como del tiempo de exposicion a la célula
(Myga-Nowak et al, 2011).

1.5.3. La Oncoproteina E7 Induce Reprogramacion Epigenética en

Células Infectadas por el VPH de Alto Riego

Las oncoproteinas de los VPHSs de alto riesgo exhiben un papel clave en la
carcinogénesis del cérvix. La expresion de estas oncoproteinas modifica el perfil
transcripcional de las células infectadas, favoreciendo la progresién de la célula
transformada hacia un estado canceroso. La oncoproteina E7 del VPH16 ha sido la
mas estudiada y relacionada con la reprogramacion epigenética a nivel de metilacion
del ADN y de modificaciones en las histonas. Se sabe por ejemplo que la
oncoproteina E7 regula la expresion de ciertos genes al interactuar e inducir la
actividad de la enzima DNMT (DNMTL1; del inglés DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 1) (Burgers et al, 2007; Laurson et al, 2010); esta enzima es la
principal responsable de mantener en los mamiferos los patrones de metilacion de los
CpG en las células que se estan replicando.

Con respecto a la regulacién de la transcripcién de genes por las
modificaciones de histonas, la oncoproteina E7 interacciona con las deacetilasas de
histonas de la clase | (HDACs), las cuales funcionan como represores
transcripcionales al inducir un remodelamiento de la cromatina debido a la
eliminacion de grupos acetilo en los residuos de la lisina que se encuentra en las
histonas; como consecuencia de la inhibicion de la funcion de las HDACs se
promueve el crecimiento e inmortalizacién de las células infectadas por el VPH vy el
mantenimiento estable del genoma y ciclo de vida del virus (Brehm et al, 1999;
Longworth & Laimins, 2004). En concordancia con lo anteriormente descrito, E7
incrementa la acetilacion de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9), lo cual esta
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relacionado con activacion transcripcional (Zhang et al, 2004). Por otra parte, E7 se
asocia directa o indirectamente con proteinas con actividad de transferasas de acetilo
a las histonas (HATs) como p300, pCAF y SRC1; se ha demostrado que anula la
actividad HAT asociada a SRC1 (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009a).

El analisis de los niveles de H3K27me3 en queratinocitos que expresan el
oncogén E7 del VPH16, revel6 una dramética reduccion de la marca de H3K27me3
la cual es esencial para la represion mediada por el PRC (McLaughlin-Drubin et al,
2011); efectos similares a la disminucion de H3K27me3 se detectaron en muestras
clinicas de HSILs del cérvix positivas al VPH16 (Hyland et al, 2011; McLaughlin-
Drubin & Munger, 2013). La disminucion de H3K27me3 es debida a la induccién
transcripcional de dos proteinas KDM6A y KDM6B con actividad de desmetilasas
especificas para H3K27; el mecanismo aun no es elucidado pero se sabe que es
independiente de pRb (McLaughlin-Drubin et al, 2011). Es importante mencionar
que la remocion de la marca H3K27me3 es principalmente mediada por KDM6B
(Hyland et al, 2011; McLaughlin-Drubin & Munger, 2013).

Los genes que son regulados por las marcas de represion H3K27me3 y de
activacion H3K4me3 incluyen a los homeobox asi como también a cdk4/6 y al
supresor de tumor p16INK4A, un biomarcador muy bien establecido para las células
infectadas con el VPH de alto riesgo (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009b).

La proteina EZH2 con actividad de transferasa de metilo especifica para
H3K27 y parte del componente PRC2, es oncogénica, esta sobreexpresada y
amplificada en tumores humanos, y es activada por E2F en células que expresan la
oncoproteina E7 (Holland et al, 2008; McLaughlin-Drubin & Munger, 2013). La
sobre expresion de EZH2 incrementa la formacién de PRC4, el cual cataliza la
metilacién de la lisina 26 en la histona 1 (H1K26me) y causa un silenciamiento de la
transcripcion (Kuzmichev et al, 2005). La eliminacion de EZH2 causa un arresto del
ciclo celular en G1 y niveles bajos de apoptosis (McLaughlin-Drubin & Munger,
2013). Por lo tanto, la oncoproteina E7 del VPH de alto riesgo induce una
reprogramacion epigenética para activar genes necesarios que inhiban y/o reviertan

los mecanismos moleculares de sefializacion que son activados en la célula infectada.
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1.6. JUSTIFICACION

Desde hace mas de 3 decadas, Harald zur Hausen asocid a la infeccion del
VPH con el cancer cervical, y desde entonces se ha estudiado la patologia causada
por este virus lograndose un gran avance en la compresion de los factores y
mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de esta neoplasia. A pesar de
la disponibilidad de vacunas en contra de los VPHs de alto riesgo mas comunes
(VPH16 y 18) encontrados en el cancer cervical, y de la aplicacion de la prueba de
Papanicolau que ha sido de gran utilidad para reducir la incidencia del cancer cervical
en paises donde es constante su uso; el cancer cervical sigue causando una alta
incidencia de muertes en mujeres principalmente en paises que carecen de
infraestructura y programas de salud especificos para la deteccion de esta
enfermedad.

El cancer cervical se presenta con una alta incidencia en Africa, América
Central, Melanesia, centro y sur de Asia. Se calcula que en México la incidencia es de
20 y la mortalidad de 10 por cada 100 000 mujeres por afio (Arbyn et al, 2011).

La infeccidn persistente por el VPH de alto riesgo es la principal causa del
desarrollo del céancer cervical, sin embargo, no todas las mujeres infectadas
desarrollan la enfermedad (Moody & Laimins, 2010), lo cual sugiere que para la
iniciacion del cancer se necesita la alteracion de las vias de sefializacion que regulan
la homeostasis celular, asi como alteraciones genéticas y epigenéticas causadas por la
expresion constante de las oncoproteinas E6 y E7 del virus (inducen transformacion e
inmortalizacion celular) y la presencia de un factor de riesgo.

En congruencia con lo mencionado anteriormente se ha demostrado en un
modelo de ratones transgénicos que la expresion del oncogén E7 y concentraciones
bajas de estrégeno son suficientes para inducir HSIL y neoplasia cervical invasiva
(Arbeit et al, 1996). Ademas, hay reportes que indican a la deficiencia de la vitamina
A y sus derivados (retinoides) como otro importante factor de riesgo asociado al
desarrollo del cancer cervical (Gariglio et al, 2009; Zhang et al, 2012); con respecto a
esto, un porcentaje muy variado (del 30 al 60%) de muestras de biopsias extraidas de

pacientes con cancer cervical presentan una disminucion de la expresion del supresor
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de tumores (RARB) y esta disminucién se debe a modificaciones epigenéticas
(lvanova et al, 2002; Narayan et al, 2003; Xu et al, 1999b; Zhang et al, 2007). Este
receptor es el principal en ejecutar los efectos fisioldgicos de los retinoides. Entre los
retinoides el mas estudiado es el all-trans-acido retinoico (ATRA) o acido retinoico
(RA) y participan en la diferenciacion celular, apoptosis e inhibicion del crecimiento
celular (Behbakht et al, 1996; Gariglio et al, 2009; Geisen et al, 2000; Si et al, 1996).

Entre los efectos mas relevantes de las oncoproteinas del VPH de alto riesgo
estdn las modificaciones epigenéticas; se ha encontrado que E7 regula ciertos
promotores de genes a través de la interaccion e induccion de la actividad de la
enzima que transfiere metilos al ADN (DNMT1) (Burgers et al, 2007; Laurson et al,
2010). Por lo tanto, nos interesamos en evaluar si las oncoproteinas E6/E7 del VPH16
estan involucradas en la regulacion de la expresion del promotor del RARB.

El estudio de los efectos de las oncoproteinas del VPH de alto riesgo ha
servido y contribuido como modelo para el entendimiento de los mecanismos
moleculares en la iniciacion y progresion de la carcinogénesis; por consiguiente el
estudio de la participacion de las oncoproteinas sobre la expresion del RARB
proporcionard un mejor entendimiento de las actividades que tienen estas
oncoproteinas sobre la induccion de los mecanismos basicos de la carcinogénesis

necesarios para la supervivencia de la célula transformada.

1.7. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de las oncoproteinas E6 y E7 del Virus del Papiloma
humano Tipo 16 (VPH16) sobre la expresion del Receptor Beta del Acido

Retinoico (RARB), en lineas celulares derivadas de cancer cervical y en un

modelo de ratones transgénicos K14E?7.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar por RT-PCR de punto final la expresiéon basal del ARNm del
RARB y el ARNm de los coactivadores del promotor del RARB en
diferentes lineas celulares derivadas de cancer cervical, positivas (Hela,
ViPa, CalLo, SiHa y CaSki) y negativas (C33-A) para el VPH de alto
riesgo.

Realizar la construccién de plasmidos que expresen las oncoproteinas E6
y E7 del VPH16.

Evaluar a través de RT-gPCR el efecto de transfecciones transitorias y
estables de E6 y E7 realizadas en la linea celular C33-A sobre la expresion
del ARNm del RARB.

Tratar con RA, TSA y DZNep a las células C33-A que han sido
transfectadas establemente con el oncogén E7 y medir la expresion del
ARNmM del RARB.

Determinar la proliferacion celular en las células C33-A que expresan
establemente la oncoproteina E7 y son tratadas con RA.

Transfectar el plasmido que expresa un siRNA dirigido para la mutante
TP53 (TP53 R273C) en la linea celular C33-A, la cual exprese
establemente la oncoproteina E7 del VPH16 y evaluar por RT-qPCR la
expresion del ARNm del RARB.

Analizar en la linea celular SiHa transfectada transitoriamente con los
plasmidos que expresan a TP53 silvestre y TP53 R273C mutado la
expresion del ARNm del RARB por RT-qPCR.

Evaluar por RT-gPCR la expresion del ARNm del RARB en las
transfecciones estables realizadas en la linea celular Saos2 con los
plasmidos que expresan a TP53 silvestre, TP53 R273C mutado y de la
cotransfeccion con la oncoproteina E7 del VPH16.

Analizar por RT-gPCR y Western blotting la expresion del gen RARB en
los HFKs primarios y en los HFKSs transformados con la oncoproteina E7
del VPH16.
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e Determinar la expresion tanto del ARNm como de la proteina del RAR-
beta en el tejido cervical de ratones de 1.5 meses de edad, tanto en ratones
FvB controles como en los ratones transgénicos que expresan la
oncoproteina E7 del VPH16 (K14E7).

MATERIALES Y METODOS

2.1. Cultivos Celulares y Tratamientos

Las lineas celulares derivadas de céancer cervical positivas al virus del
papiloma humano como HelLa (VPH18), SiHa y CaSki (VPH16) y C33-A (negativa
al VPH) junto con la linea celular Saos2 derivada de osteosarcoma (sin VPH) y los
queratinocitos primarios aislados de prepucio humano (HFKs, del inglés human
foreskin keratinocytes) fueron originalmente adquiridas de la ATCC (American Type
Culture Collection); con respecto a las lineas celulares ViPa y CalLo (con VPH18)
fueron obtenidas y establecidas de tumores de pacientes mexicanas diagnosticadas
con carcinoma cervical epidermoide, proporcionadas amablemente por el Dr. Alberto
Monroy (FES-Zaragoza, UNAM, México). Estas lineas celulares fueron cultivadas en
medio DMEM (DMEM; del inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS del inglés Fetal Bovine
Serum), con 2 mM de L-glutamina y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina
(Invitrogen). Las células se incubaron a 37 °C en un ambiente modificado con 5% de
CO, y fueron cultivadas hasta alcanzar del 50 al 80% de confluencia antes de
realizarse el siguiente pasaje 0 experimento.

Los HFKs primarios y los HFKs transformados con E7 fueron cultivados en
medio libre de suero para queratinocitos el cual contiene el factor recombinante de
crecimiento epidermal y extracto de pituitaria de bovino como suplemento (Gibco,
Life Technologies).

Para el tratamiento con RA, las células C33-A que expresan establemente la

oncoproteina E7 del VPH16 vy las células C33-A que no expresan la oncoproteina
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fueron cultivadas 24 horas previamente al tratamiento con RA; posteriormente, el
medio de cultivo fue reemplazado y la células fueron incubadas con 3 uM de RA
(Sigma-Aldrich) por un periodo de tres dias con un cambio de RA y medio fresco en
el dia dos previo a la extraccion total del ARN. Antes de agregar el medio fresco con
RA, las células fueron enjuagadas con PBS (PBS del inglés Phosphate Buffered
Saline). El RA fue disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO, CH3SOCHz;) (Merck, USA)
a una concentracion stock de 10 mM y se conservo a -70 °C. Las células control
recibieron solo medio de cultivo con DMSO al 0.03% (v/v). Los tratamientos con
tricostantina A (TSA; Sigma-Aldrich) fueron realizados de acuerdo a Zhang et al.,
2007. En los experimentos con 3-Deazaneplanocin A (DZNep), las células C33-A
fueron tratadas con 30 UM de DZNep (Sigma-Aldrich) por 48 h.

2.2. Transfecciones Transitorias y Estables

En cajas petri para cultivo celular de 60 mm x 15 mm fueron sembradas 5 X
10° células y transfectadas con diferentes cantidades de plasmidos, pcDNA3 (vector
vacio), pcDNA3E6, pcDNA3E7, pcDNA3TP53 R273C, pcDNA3TP53 silvestre y
con el kit de plasmidos SureSilencing hRNA para silenciar a TP53 (SABiosciences,
Qiagen). Los plasmidos fueron construidos insertando los fragmentos de la secuencia
de ADNCc que codifica para el gen E6 y E7 del VPH16 dentro del vector pcDNA3,
empleando el sitio de corte Unico para la enzima Hindlll. La orientacién de los
insertos fue determinada por secuenciacion del ADN de los plasmidos. Las
transfecciones fueron realizadas usando el reactivo lipofectamina 2000 (Invitrogen)
de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el proveedor. Con la finalidad de
obtener una linea celular estable, las células transfectadas fueron seleccionadas
durante dos semanas en un medio de crecimiento que contenia 1200 pg/mL de G-418
(Invitrogen). Para conservar las células transfectadas, las clonas fueron crecidas en un
medio que contiene 800 pg/mL de G-418. Mientras que para los ensayos de
transfeccidn transitoria, las células fueron cosechadas a las 48 horas después de la

transfeccion.

Gutiérrez Cuevas J ®Pdgina 25



La oncoproteina E7 del V'PH16 sobreexpresa a RARB

2.3. Proliferacion Celular (Ensayo de MTT)

La linea celular C33-A derivada de cancer cervical y las células C33-A que
expresan establemente la oncoproteina E7 fueron sembradas en una placa de 24 pozos
a una densidad de 50 000 células con 1 mL de medio DMEM por pozo. Después de la
adherencia de las células a la placa de cultivo durante 24 h, el tratamiento con RA fue
hecho de acuerdo a la seccion de metodologia cultivo celular y tratamientos. La
viabilidad celular fue determinada por el método convencional 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich); una
solucién de MTT (0.5 mg/mL de medio DMEM sin suero) fue preparada y usada
inmediatamente; para esto, el medio de cultivo fue removido de la placa de cultivo de
24 pozos, los pozos fueron lavados con PBS vy se les agregd la solucion de MTT; las
células fueron incubadas por 30 minutos a 37°C. La formacion de los cristales de
formazan fueron removidos y solubilizados con 500 pL de isopropanol acidificado y
la absorbancia fue medida en una placa de lectura a 570 nm de longitud (Sunrise,
TECAN). La viabilidad celular fue expresada en porcentaje considerando como

control a las células C33-A sin la expresion del oncogén E7 o el tratamiento con RA.

2.4. RT-PCR de Punto Final y PCR Cuantitativa de la Transcriptasa Reversa
(RT-gPCR)

El ARN total de las lineas celulares derivadas de cancer cervical, HFKs, Saos2 y del
tejido cervical de ratones (previamente triturado en un mortero con nitrégeno liquido)
fue extraido usando el reactivo trizol y tratado con DNasa | libre de RNasa
(Invitrogen) y almacenado a -70°C de acuerdo a las sugerencias recomendadas. El
ADNCc fue sintetizado a partir de 5 pg de ARN total usando la enzima transcriptasa
reversa SuperScript 11 (Invitrogen) en un volumen total de la reaccion de 20 pl. Los
cebadores (primers) de oligonucleotidos, los cuales no incluyen intrones fueron
disefiados de acuerdo a las secuencias reportadas en la base de datos de GenBank y
comprados en Invitrogen. En la Tabla suplementaria 2 se muestran las secuencias de

primers que se disefiaron con el software primer express.
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada con estos
cebadores empleando una temperatura de 95°C por 3 min, seguida por 40 ciclos a
95°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 30 sy 72°C por 7 min.

Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1.5% y las
imagenes fueron obtenidas después de tefiir los geles con bromuro de etidio. La RT-
gPCR fue realizada usando SYBR green Master Mix (Thermo Scientific) en el
sistema PCR de tiempo real ABI 7300 y la reaccion optima de PCR fue establecida
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). La eficiencia de
la RT-gPCR fue determinada para cada gen analizado, obteniéndose los siguientes
valores: R? = 0.992 y Eff% = 96.459 para beta-2-microglobulina (B2M); R = 0.882 y
Eff% = 97.964 para el receptor beta del 4cido retinoico de humano (RARB); R =
0.996 y Eff% = 105.177 para el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en raton
(Gapdh); R? = 0.95 y Eff% = 85. 000 para el receptor beta del 4cido retinoico de ratén
(Rarb). Cada reaccion fue realizada por triplicado. EI gen de expresion constitutivo
B2M de humano y el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de raton fueron usados
como control para normalizar los ensayos y el valor del threshold (Ct) de cada
muestra y fueron usados para determinar los niveles relativos de expresion de los

genes problema (se emple6 el método 27447,

2.5. Andlisis de las Proteinas por Western Blotting

Las lineas celulares, HFKs y los tejidos cervicales de los ratones transgénicos
K14E7 fueron lisados usando un buffer de lisis, el cual contiene 1% de triton X-100,
4.9 mM/mL de MgCl;, 1 mM/mL de ortovanadato de sodio, 2.1 pg/mL de aprotinina,
0.5 pg/mL de leupeptina y 1 mM/mL fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, del
inglés phenylmethylsulfonyl fluoride). Las proteinas fueron separadas por su tamafio
en electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% con dodecilsulfato sodico (SDS,
del inglés sodium dodecyl sulfate y PAGE del inglés sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) y transferidas a membranas de nitrocelulosa
(Millipore) por electrotransferencia (del inglés, electroblotting). Después de bloquear

la membrana de nitrocelulosa por una hora con el 5% de leche en polvo sin grasa
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disuelta en PBS, las membranas fueron incubadas durante una noche con el
anticuerpo primario para el Rarb de raton (C19) (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) a
una dilucion de 1:500. El anticuerpo para TP53 (Santa Cruz Biotechnology, sc-126
HRP) fue usado a una dilucion de 1:500 el cual esta acoplado a peroxidasa. El
anticuerpo para el RARB de humano (Santa Cruz Biotechnology, sc-552) y el
anticuerpo para E7 del VPH16 (Santa Cruz Biotechnology, sc-6981) fueron usados en
la dilucién 1:500. Una cantidad igual de carga y de transferencia de proteinas fue
evaluada usando un anticuerpo monoclonal para beta-actina y a-tubulina (Sigma-
Aldrich) a una dilucion de 1:500. Las bandas fueron visualizadas con un anticuerpo
secundario anti-conejo o anti-ratdbn conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Sigma-Aldrich) a una dilucién de 1:10000. Las sefiales fueron detectadas y
visualizadas usando los reactivos ECL Western blotting (Amersham Biosciences). La
intensidad de la banda de la proteina fue analizada con el software ImageJ (version
1.41).

2.6. Mantenimiento de los Ratones

Los ratones fueron conservados y tratados de acuerdo a los procedimientos de
la American Association of Laboratory Animal Care (AALAC). Todos los
procedimientos realizados en los ratones estuvieron bajo el protocolo para animales,
aprobado por la Research Unit for Laboratory Animal Care Committee (UPEAL-
CINVESTAV-IPN, México; NOM-062-Z00-1999). Los ratones K14E7 transgénicos
y los ratones FvB no transgénicos usados en este estudio fueron de 1.5 meses de
edad. La generacion del raton K14E7 transgénico ha sido previamente descrito
(Herber et al, 1996). Para el analisis por RT-gPCR, tres ratones K14E7 y tres ratones
control no transgénicos se usaron; mientras que para el analisis por Western blot, se

incluyeron cuatro ratones de cada grupo. Se muestran dos ratones de cada grupo.
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2.7. Andlisis Estadistico

Se utilizo la t de Student para evaluar la significacion estadistica de los datos. Los
analisis estadisticos fueron hechos en el programa SPSS, version 16.0 para Windows
(SPSS Inc. Chicago II).

RESULTADOS

3.1. Lineas celulares derivadas de cancer cervical VPH positivas no expresan el
ARNmM del RARB

Varias lineas celulares de tumores y tumores primarios de humanos,
incluyendo al cancer cervical, presentan disminuida o abatida la expresién del RARB
(Choi et al, 2007; lvanova et al, 2002; Narayan et al, 2003; Xu et al, 1999b; Youssef
et al, 2004; Zhang et al, 2007). En concordancia con lo mencionado, en la figura 1A
se muestra por RT-PCR de punto final la ausencia de la expresién del ARNm del
RARB en todas las lineas celulares analizadas positivas al VPH; sin embargo, la linea
celular C33-A negativa para el VPH y con una mutacion en el gen TP53 (TP53
R273C), expresa de manera disminuida el ARNm del RARB. Debido a que se ha
reportado a RAR-alpha, PPAR-gamma y COUP-TF2 (gen NR2F2) como
coactivadores del promotor RARB (Geisen et al, 1997; James et al, 2003; Kruyt et al,
1991; Lin et al, 2000) nos preguntamos si habria una diferencia en la expresion del
ARNmM de estos coactivadores entre la linea celular C33-A y las lineas celulares
positivas al VPH. La figura 1B muestra por RT-PCR que el nivel del ARNm del

PPAR-gamama fue ligeramente mas bajo en CaSki que en las otras lineas celulares.
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Figura 1. La expresion del gen RARB esta inhibida en las lineas celulares de
cancer cervical VPH positivas. Ensayo de RT-PCR en células con VPH18 (Hela,
ViPay Calo), VPH16 (SiHa, CaSki) y negativas al VPH (C33-A). (A) Analisis de la
expresion basal del ARNm del RARB. (B) Expresion basal del ARNm de diferentes
coactivadores del promotor RARB, lo cual indica que solamente el nivel del ARNm
del PPAR-gamma (PPARG) fue mas bajo en las células CaSki que en las otras lineas
celulares. Los productos amplificados por PCR fueron separados en geles de agarosa
al 1.5% vy tefiidos con bromuro de etidio. El gen beta-2-microglobulina (B2M) fue

usado como control.

3.2. La oncoproteina E7 del VPH16 incrementa la expresion del ARNm del
RARB independientemente de la inhibicion de HDACs en la linea celular C33-A
y el RA junto con E7 potencian la sobre expresion del RARB sin afectar la

proliferaciéon

Para determinar si la expresion de las oncoproteinas E6 y/o E7 del VPH16
causan cambios en la expresion del gen RARB, se transfectaron transitoriamente
estos oncogenes virales en la linea celular C33-A (Figura 2A). Sorprendentemente, se
encontré por RT-qPCR que las células que expresan la oncoproteina E7 tienen
incrementado casi 4 veces mas la expresion del gen supresor de tumores RARB en
comparacion con las células control transfectadas con el vector vacio (Figura 2B). Sin
embargo, los niveles del ARNm del RARB en las células C33-A transfectadas con E6

no tuvieron cambios y se observé un nivel intermedio de la expresién del ARNm del
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RARB cuando ambas oncoproteinas fueron expresadas (Figura 2B). Para confirmar si
estos resultados obtenidos se debieron a un efecto de la transfeccion transitoria, o a la
concentracion del plasmido que se usd, se realiz6 una transfeccion estable usando
cantidades incrementadas del plasmido que expresa la oncoproteina E7 del VPH16.
Mediante RT-gPCR se observa una expresion aumentada del RARB alrededor de 10
veces mas en todas las clonas estables de las células que expresan diferentes
concentraciones del oncogén E7 cuando se comparan con las células transfectadas
con el vector vacio (Figura 2C). Un experimento similar fue realizado para la
oncoproteina E6; sin embargo, los niveles de expresion del ARNm del RARB no
fueron alterados (resultados no mostrados), lo cual sugiere que este efecto es
especifico e independiente de la concentracion de E7 del VPH16. Ademas, se analizd
la expresion del RARB en HFKs transformados con E7 del VPH16 en el pasaje 5
(RT-gPCR) y en el pasaje 7 (Western blotting); los experimentos de RT-gPCR en
HFKs no mostraron cambios en los niveles de expresién del ARNm del RARB,
mientras que los experimentos de Western blotting sugieren que en los HFKs hay un
ligero (1.54 veces mas) incremento en los niveles de la proteina RAR-beta debido a la
presencia de la oncoproteina E7 del VPH16 (Figura suplementaria 1).

Debido a que el RA activa al promotor del RARB, se determiné su efecto sobre la
expresion del ARNm del RARB en células que expresan establemente la
oncoproteina E7 por RT-gPCR. En las células control se observo el resultado
esperado, un incremento de 3 veces méas de la expresion del ARNm del RARB
después del tratamiento con RA; mientras que las células C33-A establemente
transfectadas con E7 y tratadas con RA mostraron una fuerte expresion del ARNm
del RARB (75 veces mas) (Figura 2D). Se sabe que la sobreexpresion del RARB
promueve la inhibicion de la proliferacion de las células cancerosas (Geisen et al,
2000; Hayashi et al, 2001; Si et al, 1996). Sin embargo, en este trabajo se encontro
por el ensayo de MTT que ambas lineas celulares C33-A control y C33-A que
expresa establemente la oncoproteina E7 no mostraron cambios significativos en la
proliferacion después del tratamiento con RA (Figura 2E, ver también el Esquema 3
en la seccion de la Discusion). Por otro lado, el TSA incrementa la expresion del
ARNmM del RARB en las células SiHa a través de la inhibicion de las HDACs (Zhang
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et al, 2007); cultivamos las células C33-A que expresan establemente a E7 en
presencia de TSA para determinar si la expresion incrementada del ARNm del RARB
inducida por E7 es dependiente de la inhibicion de HDACs. Las células C33-A
control tratadas con TSA mostraron una disminucion significativa de la expresion del
ARNm del RARB; mientras que, las células C33-A que expresan E7 tratadas con
TSA no mostraron ningun cambio en la expresion del ARNm del RARB (Figura 2F).
Estos resultados sugieren que la activacion de la expresion del ARNm del RARB por
la oncoproteina E7 en las células C33-A es independiente de la inhibicion de HDACs.
Para determinar si la induccidn de la expresion del gen RARB por la oncoproteina E7
del VPH16 es mediada por una desmetilacion global de la marca H3K27me3, se
trataron las células C33-A control con 3-Deazaneplanocin A (DZNep), se report6 que
este compuesto inhibe la expresion de EZH2 y la marca H3K27me3 (Miranda et al,
2009); como parte de los complejos represivos del poycomb, la enzima EZH2 es la
responsable de la trimetilacion de la H3K27 (H3K27me3) (Miranda et al, 2009). Se
especulé que el DZNep incrementara los niveles del ARNm del RARB
principalmente en las células C33-A control, pero curiosamente, la expresion del
ARNmM del RARB fue ligeramente disminuido en ambas células C33-A control y en
las células C33-A que expresan a E7 (resultados no mostrados).
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Figura 2. La oncoproteina E7 del VPH16 incrementa los niveles de expresion del
ARNmM del RARB en células C33-A y este aumento es sinergizado por RA,
mientras que el TSA no lo aumenta. Las células C33-A fueron transfectadas con el
vector pcDNA3 vacio o con los plasmidos que expresan a las oncoproteinas E6, E7 o
E6 junto con E7 del VPH16 (pcDNA3E6 y pcDNA3E7), como se indica en

materiales y métodos. (A) RT-PCR de la expresién de los transcritos E6 y E7 en las
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células C33-A transfectadas transitoriamente. Analisis por RT-gPCR de la expresion
del ARNm del RARB en células C33-A: (B) transfeccion transitoria con 1ug; (C)
transfeccion estable con concentraciones incrementadas gradualmente del oncogén
E7; (D) células que expresan establemente la oncoproteina E7 (transfeccion de 1jug) y
tratadas con o sin 3 pM de RA; (E) células con la expresion estable de la
oncoproteina E7 del VPH16, fueron cultivadas con o sin 0.6 uM de TSA; y (F)
ensayo de proliferacion celular realizado en células C33-A control y en células C33-
A establemente transfectadas con el oncogén E7 después del tratamiento con RA. La
proliferacion celular de ambos grupos de células se determin6 usando el método de
MTT, como se describe en materiales y métodos. Los porcentajes de crecimiento
fueron relativos a las células que crecieron establemente transfectadas con el vector
vacio o en ausencia de RA (DMSO al 0.03%). Se determinaron los porcentajes de
crecimiento de las células C33-A establemente transfectadas con la oncoproteina E7
en presencia o ausencia del tratamiento con RA. En todos los ensayos el gen beta-2-
microglobulina (B2M) fue usado como control para medir la expresion del gen
RARB. En las gréficas se representa el promedio de 3 experimentos independientes y
las barras muestran el valor * de la desviacion estandar. Los cambios

estadisticamente significativos son indicados por dos asteriscos (P < 0.001).

3.3. La mutante (R273C) del gen TP53 participa en el aumento de la expresion
del RARB en las lineas celulares cervicales que expresan la oncoproteina E7 del
VPH16

Debido a que la linea celular C33-A tiene a TP53 mutado (Scheffner et al,
1991), el efecto de esta mutacion fue analizado sobre la expresion del RARB.
Considerando que la mayoria de los tumores humanos presentan mutaciones en la
secuencia del gen TP53 (Freed-Pastor & Prives, 2012), es posible que la mutante
R273C de TP53 presente en C33-A podria ser parcialmente responsable del
incremento de la expresion del ARNm del RARB (Figura 1A). Se cotransfecto a las

células C33-A que expresan a la oncoproteina E7 establemente con diferentes
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cantidades de un siRNA especifico para TP53. Como se muestra en la figura 3A por
el andlisis de Western blot para la expresion del antigeno tumoral p53 (p53), el
silenciamiento de TP53 mutado revela una disminucion de los niveles del ARNm del
RARB en la células C33-A; esta disminucion de los niveles del ARNm del RARB se
encontré solamente después de la transfeccion con 3 pg del siRNA especifico para
TP53, cuando éste es comparado con los controles sin siRNA y con el siRNA no
especifico (Figura 3B); la transfeccion con menos de 3 pg del siRNA especifico para
TP53 no silencio a TP53 R273C mutado y no afecto significativamente la expresion
del ARNm del RARB (resultados no mostrados). Para reafirmar el hallazgo de la
activacion del gen RARB por TP53 R273C, transfectamos establemente la linea
celular cervical SiHa (positiva para VPH16 con baja expresion de TP53 silvestre) con
cantidades crecientes del plasmido que codifica para la mutante TP53 R273C o para
TP53 silvestre. El andlisis de estas transfecciones revel6 por RT-gPCR un incremento
gradual de los niveles de expresion del ARNm del RARB dependiente de la
concentracion de TP53 R273C (Figura 3C), pero no asi para TP53 normal (resultados
no mostrados). Considerando que la linea celular SiHa no expresa el ARNm del
RARB porque su promotor esta epigenéticamente silenciado debido a un incremento
en la deacetilacién de histonas (Figura 1 A) (Zhang et al, 2007), es posible que TP53
R273C regule positivamente la expresion de RARB mediante un mecanismo que

involucre la activacion de HATSs o la inhibicién de HDACs en las células SiHa.
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Figura 3. La mutante R273C de TP53 incrementa la expresion del ARNm del
RARB en las lineas celulares de cancer cervical. (A) Andlisis de Western blot de
los niveles de la proteina p53 en C33-A y en C33-A establemente transfectada con E7
y cotransfectada con un siRNA especifico para TP53. Cantidades iguales de proteinas
[normalizadas para a-tubulina (del inglés, tubulin alpha-1A chain)] se cargaron en un
gel de SDS PAGE. Se realizaron tres experimentos independientes. Ensayos de RT-
gPCR para la expresion del ARNm del RARB realizados en: (B) Células C33-A
transfectadas establemente con el oncogén E7 del VPH16 y con la mutante TP53
R273C silenciada (siRNA para TP53); y (C) Células SiHa las cuales no expresan el
RARB fueron transfectadas establemente con cantidades incrementadas del plasmido
que expresa la mutante TP53 R273C. El gen beta-2-microglobulina (B2M) fue usado
como control de la expresion constitutiva. Cada gréafica representa el promedio de 3
experimentos independientes y las barras representan el valor £ de la desviacion
estandar.
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3.4. La oncoproteina E7 del virus del papiloma humano tipo 16 y la mutante
TP53 R273C hacen sinergia en la activacion de la expresion del ARNm del
RARB

La proteina TP53 R273C mutada junto con la oncoproteina E7 del VPH16
estimulan la expresion del ARNm del RARB tanto en las células C33-A como en las
células SiHa y para evitar un efecto de tetraheterodimerizacion entre TP53 silvestre y
TP53 R273C (en células SiHa) y discernir los efectos del oncogén E7 y de TP53
R273C mutado, decidimos transfectar los plasmidos TP53 silvestre o TP53 R273C
mutado y E7 del VPH16 en la linea celular Saos2, la cual no expresa TP53 (Figura
4A) ni las oncoproteinas del VPH (resultados no mostrados). Por lo tanto, la linea
celular Saos2 fue establemente transfectada con los plasmidos que expresan TP53
silvestre 0 TP53 R273C mutado o cotransfectados con E7. Como se observa en la
figura 4B, en las células Saos2 establemente transfectadas con los plasmidos TP53
silvestre o TP53 R273C mutado no se modificd sustancialmente la expresion del
ARNmM del RARB. Sin embargo, la transfeccion con la oncoproteina E7 del VPH16
sola 0 con TP53 R273C incremento 6 y 20 veces el nivel de expresion del ARNm del
RARB, respectivamente (Figura 4B). Mientras que la transfeccion con TP53 silvestre
no presentd ningln efecto sobre el nivel de expresién del ARNm del RARB cuando
se cotransfectd junto con el plasmido que expresa E7 del VPH. Estos resultados
indican que in vitro la mutante TP53 R273C hace sinergia con la oncoproteina E7
para incrementar los niveles del ARNm del RARB.
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Figura 4. La oncoproteina E7 del VPH16 y la mutante TP53 R273C hacen
sinergia para aumentar la expresion del ARNm del RARB en la linea celular
Saos2. (A) RT-PCR de punto final para evaluar la expresion del ARNm de TP53 en
células Saos2 (negativa para el VPH y TP53) transfectadas establemente solo con
TP53 silvestre 0 TP53 R273C mutado o cotransfectadas establemente con la
oncoproteina E7 del VPH16, respectivamente. Como control, la expresion del ARNm
de TP53 fue determinada en las células Saos2 establemente transfectadas con TP53
silvestre o TP53 R273C mutado. Los productos de PCR fueron separados en un gel
de agarosa al 1.5% y tefiido con bromuro de etidio. (B) Incremento del nivel de
expresion del ARNm del RARB en las células Saos2 determinado por RT-gPCR en
presencia de TP53 R273C mutado o TP53 silvestre y en combinacion con la
cotransfeccion de la oncoproteina E7. La transfeccion de TP53 silvestre sola o con E7
y la transfeccion individual de la mutante TP53 R273C no afectaron la expresién del
RARB. Cada grafica representa el promedio de 3 experimentos independientes y las
barras indican el valor £ de la desviacion estdndar. El gen constitutivo beta-2-

microglobulina (B2M) fue usado en ambos experimentos como control.
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3.5. La oncoproteina E7 del VPH16 incrementa la expresion del RARB en el
tejido cervical de ratones transgénicos K14E7

El ratén transgénico K14E7 expresa la oncoproteina E7 bajo el promotor de la
citoqueratina 14 en los queratinocitos del tejido cervical; este raton desarrolla cancer
al ser tratado cronicamente durante 6 meses con dosis bajas de 17p-estradiol (Brake
& Lambert, 2005; Herber et al, 1996); ademas, es un modelo muy bien establecido
para estudiar los efectos de la oncoproteina E7 del VPH16 y cofactores en la
carcinogénesis cervical. Por lo tanto, en este modelo se analizé el impacto de la
oncoproteina E7 del virus del papiloma humano tipo 16 como principal factor
etioldgico implicado en la carcinogénesis cervical. Se determind por RT-gPCR la
expresion del gen RARB en tejidos del cérvix extraido de ratones transgénicos
K14E7 de 1.5 meses de edad y de FvB controles. La figura 5A muestra el nivel del
ARNmM del Rarb significativamente elevado en ratones K14E7, en comparacion con
el de los ratones FvB controles o de los ratones K14E6 y K14E7/E6 transgénicos
(Figura suplementaria 2). Ademas, como se muestra en las figuras 5B y 5C, la
expresion de la proteina RAR-beta también estd incrementada en los ratones
transgénicos K14E7 de 1.5 meses de edad. Por lo tanto, también se demuestra in vivo

que la oncoproteina E7 incrementa los niveles de expresion del gen RARB.
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Figura 5. La oncoproteina E7 del VPH16 incrementa la expresion del ARNm y
proteina del RAR-beta en el tejido cervical de ratones transgénicos K14E7 de 1.5
meses de edad. (A) Analisis por RT-gPCR de la expresion del ARNm del RARB en
muestras de cérvix indicado. EI gen GAPDH (del inglés, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) fue usado como gen de referencia, cada grafica representa el
promedio de 3 experimentos bioldgicamente independientes y las barras muestran el
valor = de la desviacion estandar. (B) Analisis de Western blot para evaluar la
expresion de la proteina RAR-beta en el tejido cervical indicado (dos ratones de 1.5
meses de edad de cada grupo estudiado son mostrados) y normalizada con beta-
actina. (C) Densitometria de la expresion de la proteina RAR-beta con promedios y
valores + de la desviacion estandar de 4 ratones FvB control y 4 ratones transgénicos

K14E7, los cuales se analizaron por triplicado cada uno. Los cambios
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estadisticamente significativos se indican por un asterisco (P<0.05) o dos asteriscos
(P<0.001).

DISCUSION

El presente estudio se realiz6 con la finalidad de determinar el efecto de la
oncoproteina E7 del VPH16 sobre la expresion del gen RARB, tanto en lineas
celulares como en ratones transgénicos. RARB es de los méas potentes supresores de
tumores entre los receptores del &cido retinoico; esta involucrado en la inhibicién del
crecimiento celular y se ha demostrado que bloguea la funcion de AP1 (De-Castro
Arce et al, 2004; Geisen et al, 2000; Hayashi et al, 2001; Si et al, 1996). Por otra
parte, la expresion del RARB es afectada en muchos tipos de canceres incluyendo el
cervical y HNSCCs, debido a modificaciones epigenéticas como la hipermetilacion y
modificaciones de histonas de su promotor, pérdida o rearreglos estructurales de su
secuencia (Choi et al, 2007; Ivanova et al, 2002; Narayan et al, 2003; Xu et al, 1999b;
Zhang et al, 2007). Por ejemplo, en cancer cervical la disminucion de la transcripcion
del RARB se correlaciona con el grado de metilacion de su promotor, el cual
incrementa progresivamente desde un 11% en lesiones de bajo grado hasta un 29% en
lesiones de alto grado y con un porcentaje variable del 33% al 63% en canceres
invasivos (Narayan et al, 2003; Xu et al, 1999b); con respecto a lo anterior, un
estudio report6 que la transcripcion de este importante gen se encuentra incrementada
1.5 veces en lesiones cervicales benignas, mientras que se encontré una reduccién
progresiva de la expresion del RARB en etapas avanzadas de la enfermedad (Abu et
al, 2008). Por otra parte, ha sido reportado que en queratinocitos de prepucio
inmortalizados con VPH16 o VPH18 se produce una metilacion gradual del promotor
RARB y una correspondiente disminucion en el nivel de expresion del ARNm, esta
metilacidén no se manifiesta si no hasta los pasajes tardios de la inmortalizacién de los
queratinocitos (Henken et al, 2007). Estos datos sugieren que esta modificacion
epigenética en el promotor del RARB juega un papel importante en su regulacion
transcripcional y que es dependiente de la etapa de progresion de la carcinogénesis
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cervical. Ademas, la disminucion de la expresion del RARB observada en etapas
avanzadas del céncer cervical podria también estar asociada a niveles bajos de
vitamina A en suero, por insuficiente consumo (Berlin Grace et al, 2006). De acuerdo
con los hallazgos previamente mencionados, reconfirmamos que el gen RARB no
estd expresado en todas las lineas celulares positivas al VPH analizadas pero se
expresa en la linea celular C33-A negativa al VPH (Figura 1A).

Debido a que la oncoproteina E7 del VPH16 puede reprimir al promotor del
gen E-caderina mediante el aumento de la actividad de la DNMTL1 (Laurson et al,
2010), se considerdé que E7 podria ser la responsable del silenciamiento del gen
RARB en las lineas de células cancerosas positivas al virus del papiloma humano.
Sorprendentemente, encontramos una expresion incrementada del ARNm del RARB
en células C33-A transfectadas transitoria y establemente con el oncogén E7 (Figuras
2B y 2C, respectivamente). Ademas, en la linea celular Saos2 transfectada
establemente con el oncogén E7 también se incrementaron los niveles del ARNm del
RARB comparadas con las células Saos2 sin transfectar (Figura 4B). Estos resultados
indican que la oncoproteina E7 del VPH16 no reprime el promotor del RARB en
estas células, al contrario esta oncoproteina incrementa la expresion del ARNm del
RARB.

A diferencia de los queratinocitos del cérvix del raton transgénico K14E7, los
HFKs primarios responden minimamente a la induccion del RARB por la
oncoproteina E7. Una posible explicacion puede estar relacionada con el reporte de
Darwiche (1994), el cual indica que los transcriptos del RARA y RXR solamente se
expresaron en el epitelio cervical escamoso estratificado al compararse con el epitelio
columnar simple (altamente responsivo a la vitamina A), el cual expresé altos niveles
de transcriptos del RARA, RXRs y RARB (Darwiche et al, 1994).
Desafortunadamente, los HFKs primarios son obtenidos de prepucio, el cual esta
formado principalmente de epitelio escamoso estratificado, sugiriendo que estas
células podrian ser relativamente resistentes a la sobreexpresién del RARB inducida
por la oncoproteina E7 del VPH16 (Figura suplementaria 1). Ademas, es importante
considerar que en el modelo in vivo, varios factores microambientales asi como

también algunos factores transcripcionales relacionados al tejido cervical de los
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ratones transgenicos K14E7 pueden contribuir a la sobreexpresion del RARB (Figura
5). Entre estos factores microambientales se puede incluir a la mucosa inalterada, la
presencia de estroma y del sistema inmune, los cuales pueden afectar el resultado en
las celulas HFKs transfectadas con E7.

Debido a que E7 del VPH de alto riesgo interactia con HDACs y HATS para
regular la expresion de algunos genes (Bodily et al, 2011; Brehm et al, 1999), es
posible predecir que las HDACs podrian estar regulando la expresion del RARB; sin
embargo, cuando la linea celular C33-A, la cual expresa la oncoproteina E7, fue
tratada con un inhibidor de HDACs (TSA), la expresion del ARNm del RARB no
cambid (figura 2E); por lo tanto, la induccion de la expresion del gen RARB no es
dependiente de la inhibicion de HDACs.

Las mutaciones somaticas del gen TP53 se manifiestan con una frecuencia del
9% al 16% en los tumores del cancer cervical (Ojesina et al, 2014; Tornesello et al,
2014); sin embargo, debido a que la linea celular C33-A derivada de cancer cervical
contiene la mutante TP53 R273C, evaluamos su efecto sobre la expresion del RARB.
Sorpresivamente, se encontré que la mutante TP53 R273C coopera con E7 en la
sobreexpresion del RARB en las lineas celulares C33-A, SiHa y Saos2. Dado que el
promotor del RARB esté silenciado por las HDACs en la linea celular SiHa (Zhang et
al, 2007), se considerdé que en presencia de la oncoproteina E7 la mutante TP53
R273C podria contribuir a la activacion del RARB como un posible inhibidor de
HDAC:s en esta linea celular (Figuras 3C). En apoyo a lo mencionado anteriormente,
se ha demostrado que varios genes son transactivados por mutantes de TP53 (Freed-
Pastor & Prives, 2012) a traves de la acetilacion de histonas en sus promotores blanco
(Vrba et al, 2008). Ademas, se ha demostrado que varios genes son activados por la
mutante TP53 R273H, la cual es muy similar a la mutante TP53 R273C (por ejemplo,
ambas mutantes estimulan la proliferacion, inducen invasion, presentan resistencia a
drogas, entre otros efectos) (Li et al, 2014; Vaughan et al, 2012); TP53 R273C es una
mutacion con pérdida de sentido en los residuos de aminoacidos con pérdida de
sentido, que comunmente hacen contacto directo con las secuencias blanco de ADN y
tiene también un efecto dominante negativo sobre TP53 silvestre (Freed-Pastor &
Prives, 2012).
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A pesar de que la degradacion de TP53 silvestre es promovida por la
oncoproteina E6 (Scheffner et al, 1990), algunas mutantes de TP53 son resistentes a
este efecto (Bernard et al, 2011). En este trabajo se observé que la sobreexpresion del
ARNm del RARB en las células C33-A transfectadas establemente con la
oncoproteina E7 fue mas baja cuando la oncoproteina E6 estaba presente, sugiriendo
que la oncoproteina E6 podria parcialmente degradar a la mutante TP53 R273C; en
acuerdo con estos resultados, fue publicado que E6 del VPH16 se une a la proteina
TP53 R273C y promueve su degradacion (Scheffner et al, 1992).

En este trabajo también se encontrd6 en el tejido cervical de ratones
transgénicos K14E7 de 1.5 meses de edad sin neoplasia cervical (ausencia de
tratamiento con estrégeno exdgeno), un marcado incremento del RARB tanto a nivel
del ARNm como de la proteina en comparacién con los ratones control FvB (Figura
5). Es importante enfatizar que a pesar que E7 induce una alta inestabilidad
gendmica, estos ratones transgénicos no desarrollan céncer, solo una moderada
hiperplasia epitelial escamosa en el exocérvix (Herber et al, 1996). Como fue
mencionado anteriormente, los ratones transgénicos K14E7 solo desarrollan cancer
cervical cuando ellos son tratados cronicamente por 6 meses con 17f-estradiol;
interesantemente, fue reportado en cancer de mama que los receptores del estrogeno
(ERa y ERP), los cuales son activados por el 17p-estradiol reprimen la transcripcion
del gen RARB (Ribeiro et al, 2014; Rousseau et al, 2003). Basandose de estos
resultados, se podria sugerir que en el raton transgénico el incremento de la expresion
del gen Rarb inducido por la oncoproteina E7 se presenta en ausencia de estrégeno y
previo al desarrollo del tumor.

Se ha demostrado que la marca represiva H3K27me3 esta disminuida en las
células que expresan a E7 del VPH16 y en lesiones cervicales positivas al VPH16
debido a la induccion transcripcional de la desmetilasa especifica de lisina 27 de la
histona 3 (KDM6B) (McLaughlin-Drubin & Munger, 2013). Ademas, la
oncoproteina E7 del VPH16 induce la sobreexpresion del gen supresor de tumores
pl6INK4A a través de la activacion de la KDMG6B, el cual es necesario para la
supervivencia de las lineas celulares de carcinoma cervical (McLaughlin-Drubin et al,

2011; McLaughlin-Drubin et al, 2013); lo anterior indica que el RARB no es el tnico
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gen supresor de tumores activado por E7. EI DZNep inhibe la marca represiva
H3K27me3 e induce la reactivacion de genes no silenciados por metilacion en las
islas CpG del promotor (Miranda et al, 2009). Es importante resaltar que el promotor
del RARB esta hipometilado en las células C33-A (Zhang et al, 2007);
interesantemente, este gen no fue inducido por el DZNep en las células C33-A
control ni en las células C33-A que expresan a E7; sin embargo, los niveles de
expresion del ARNm del RARB disminuyeron ligeramente en estas células
(resultados no mostrados). Una posible explicacion para la reduccion observada del
RARB en presencia del DZNep podria estar relacionada a la inhibicion de la marca
activa de histonas H3K4me3 (Miranda et al, 2009). Por lo tanto, es tentador a
especular que el tratamiento con el DZNep induce un represor del RARB y
enmascara el resultado esperado; pero aun es posible que la sobreexpresion del
RARB por E7 pueda estar relacionada a la modificacion de marcas de metilacion de
las histonas. En apoyo a lo anterior, se sabe que la marca H3K27me3 es catalizada
por EZH2 como parte del complejo 2 represivo polycomb (PRC2; del inglés
polycomb repressive complex 2), y estos complejos represivos son reducidos en
células que expresan a la oncoproteina E7 del VPH16 (McLaughlin-Drubin et al,
2008). Otra posible via de activacion de la sobreexpresion del RARB en células que
expresan a E7 podria ser similar a la inducida por la oncoproteina E1A del
Adenovirus. Esta oncoproteina es homdloga estructuralmente y funcionalmente a la
oncoproteina E7 (McLaughlin-Drubin & Munger, 2009a), y es un cofactor para la
activacion del promotor del RARB a través de la interaccion directa con la proteina
RAR-beta (Folkers & van der Saag, 1995; Kruyt et al, 1993). De acuerdo a la
homologia estructural entre las oncoproteinas E1A y E7, la oncoproteina E1A
también induce la expresién de pl6INK4A en fibroblastos primarios de humano
(Mroz et al, 2008). Por lo tanto, es posible que tanto p16INK4A como el RARB
puedan tener funciones oncogénicas en la carcinogénesis. En acuerdo a lo anterior,
fue publicado que la presencia del RARB en el compartimiento estromal es esencial
para el crecimiento del carcinoma mamario (Liu et al, 2011), y que la inactivacion del
gen RARB inhibe la tumorigénesis mamaria inducida por Wntl1 debido a la supresion
de las transiciones epitelial-mesenquimal (Liu & Giguere, 2014). Por lo tanto, estos
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hallazgos sugieren que la expresion del RARB podria ser esencial en la
carcinogénesis cervical temprana.

El incremento observado de la expresion del RARB en células que expresan a
E7 podria ser requerido para bloquear la actividad de las Dnmts (Burgers et al, 2007;
Lim et al, 2011) en la carcinogénesis temprana (Esquema 3), y para favorecer la
expresion del gen pl6INK4A (McLaughlin-Drubin et al, 2011); sin embargo, la
expresion de la oncoproteina E7 del VPH16 puede también incrementar la actividad
de las Dnmts (Burgers et al, 2007). Fue reportado que el RARB (activado por ATRA
0 RA) induce senescencia celular a través de la activacion de p21 y p16INK4A (Lim
et al, 2011). Si bien es cierto que E7 del VPH16 activa a p16INK4A (McLaughlin-
Drubin et al, 2011) y la expresion del RARB (en este trabajo), no hay induccion de
senescencia debido a que E7 simultineamente inhibe la forma activa e
hipofosforilada de la proteina pRb (Boyer et al, 1996), la cual es un mediador clave
de la senescencia celular inducida por p16INK4A (Ohtani et al, 2004). A demés, la
expresion de pl6INK4A es necesaria para la supervivencia de las células que
expresan a E7 del VPH y esta actividad oncogenica de p16INK4A es dependiente de
la inhibicion de cdks (McLaughlin-Drubin et al, 2013). A pesar de que el RARB
inhibe la progresién del ciclo celular debido a que incrementa el porcentaje
proteolitico de la ciclina D1y de la expresion de los inhibidores de cdks tales como a
p21, p27Kipl y p16INK4A (Li et al, 2004; Lim et al, 2011; Mongan & Gudas, 2007;
Park et al, 2011), es muy bien conocido que la oncoproteina E7 del VPH16 puede
anular las actividades de los inhibidores de cdks al bloquear sus funciones (Jones et
al, 1997; Shin et al, 2009; Zerfass-Thome et al, 1996). Otra importante actividad
supresora de tumor del RARB es mediada por la inhibicion del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor) (Song et
al, 2005), con una subsecuente disminucion de la fosforilacion de ERK-1/2 y de la
actividad de AP1 (Xu, 2007). Interesantemente, E7 del VPH16 evita la inhibicion de
AP1 por la transactivacion directa “corriente abajo” de la familia de factores de
transcripcion de AP1 (Antinore et al, 1996). Por lo tanto, E7 puede evitar las
consecuencias desfavorables derivadas de la activacion de ambos genes supresores de

tumor p16INK4A y RARB en vias similares (Esquema 3). Finalmente, existe la
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posibilidad como fue descrito para pl6INK4A (McLaughlin-Drubin et al, 2013), el
gen RARB puede tener alguna funcion desconocida que le proporciona una ventaja al

VPH en la infeccion temprana.

VPHIGCE7 R 2 KDM6B
H3K27me3

RAR-beta _| 4| P16INK4A

l
S m—O

PROLIFERACION SENESCENCIA

Esquema 3. Representacién esquematica de la importancia biol6gica de la
sobreexpresion del supresor de tumores RARB inducido por la oncoproteina E7
del VPH16. La oncoproteina E7 de VPH16 sobreexpresa a p1l6INK4A a través de la
induccion de la enzima KDMG6B, la cual remueve los grupos metilos de la marca
H3K27m3, induciendo senescencia e inhibicion de la apoptosis dependiente de las
cdks. La sobreexpresion de la proteina RAR-beta por la oncoproteina E7 del VPH16
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podria inhibir la actividad de las Dnmts y causar hipometilacion del promotor del gen
p16INK4A. Ademas, el supresor de tumores RARB podria también incrementar el
nivel de los inhibidores de cdks y bloquear al EGFR causando una disminucion de la
funcién de AP1. Sin embargo, el oncogén E7 del VPH16 podria evitar las funciones
antiproliferativas del RARB por una activacion directa de la familia de factores de
transcripcion de AP1. Leer la discusion para méas detalles y referencias.

CONCLUSIONES

En conclusion, en este trabajo demostramos que la oncoproteina E7 del
VPH16 activa la expresion del gen supresor de tumores RARB in vitro bajo ciertas
caracteristicas de las células y en el tejido cervical del raton transgénico joven
K14E7, como una respuesta temprana y previa al desarrollo del cancer cervical, como
fue observado en lesiones benignas (Abu et al, 2008). Este resultado puede ser
relevante tanto para el diagnéstico temprano como para la prevencion de la
progresion de la enfermedad. EI mecanismo involucrado en la sobreexpresion del
RARB por la oncoproteina E7 del VPH16 requiere de otros estudios.

Los resultados obtenidos de esta tesis fueron publicados en la revista

Molecular and Cellular Biochemistry (Anexo).

PERSPECTIVAS

De los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis de Doctorado, los
cuales son apoyados por trabajos publicados que se mencionan en la seccion de
Discusion, surgen nuevas preguntas que permitirian profundizar y ampliar el

conocimiento del tema como por ejemplo:

-Elucidar el mecanismo molecular implicado en la activacion del promotor del

gen RARB por la oncoproteina E7 del VPH16; la técnica de inmunoprecipitacion de
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la cromatina mostrara las marcas epigenéticas de histonas inducidas por E7 del
VPH16 involucradas en la activacion del promotor del gen RARB.

-Investigar la funcién de la sobreexpresion del RARB en etapas previas al
inicio del desarrollo del cancer cervical.

-Evaluar si los ratones transgénicos K14E7 presentan mutaciones en la
secuencia del gen TP53.

-Evaluar la expresion del gen RARB en biopsias de tejido de mujeres
infectadas por el VPH16, lo cual serviria de apoyo en el diagnostico del cancer

cervical, asi como para la prevencién del desarrollo de esta enfermedad.

(™) (B)
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Figura suplementaria 1. Niveles de expresion del gen RARB en HFK primarios y
en HFK transformados con E7 del VPH16. Los HFK primarios y HFK
transformados con E7 fueron establemente transfectados como es indicado. (A)
Niveles de expresion del ARNm del RARB en HFK primarios y en HFK
transformados con E7 en los pasajes 5 analizados por RT-qgPCR. El gen beta-2-
microglubulina (B2M) fue usado como control de la expresién constitutiva. Cada
grafica representa el promedio de 3 experimentos independientes y las barras
representan el valor + de la desviacion estandar. (B) Analisis por Western blot de los
niveles de expresion de la proteina RAR-beta, el cual muestra un ligero aumento de
1.54 veces en las células HFK transformados con E7 comparado con las células HFK

primarios. Los niveles de la proteina RAR-beta fueron analizados en el pasaje 7. La

Gutiérrez Cuevas J ®Pdgina 49



La oncoproteina E7 del V'PH16 sobreexpresa a RARB

proteina beta-actina fue usada como control y la misma cantidad de proteina fue
cargada en el gel SDS-PAGE.

RAR-beta

Beta-actina

FvB K14E6 K14E7  K14E7/E6

Figura suplementaria 2. La proteina RAR-beta esta incrementada en el tejido
cervical de ratones transgénicos K14E7. Analisis de Western blot para la proteina
RAR-beta en el tejido cervical indicado y normalizado con beta-actina (Se muestran

dos ratones de 1.5 meses de edad de cada grupo).
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Principales factores de riesgo asociados con la infeccién del

VPH de alto riesgo en el desarrollo del Cancer Cervical.

Actividad Sexual: Los VPHs se transmiten cominmente durante las relaciones
sexuales (Stanley, 2010) y se estima que mas del 50% de las mujeres sexualmente
activas son infectadas con uno o varios tipos de VPH en algun momento de su vida.
Las mujeres que tienen relaciones sexuales con multiples compafieros durante su
vida, adquieren la infeccion del VPH en un 20% mas con respecto al 7% en mujeres
con un solo comparero sexual (Stone et al, 2002). Después de adquirir la infeccion
viral, ésta progresa por etapas causando una severa neoplasia intraepitelial cervical
(de NIC1 a NIC3) hasta la formacion de cancer invasivo (Van Doorslaer & Burk,
2010). Sin embargo, en cada etapa existe la posibilidad de que se elimine el virus o
haya una regresion de la lesion; incluso aproximadamente el 45% de las mujeres en
los primeros 36 meses de haber iniciado su actividad sexual adquieren la infeccion,
pero la mayoria de las infecciones pueden ser eliminadas a los 2 afios. Estos hallazgos
son consistentes con los resultados que indican que mas del 90% de las nuevas
infecciones con VPH de alto riesgo podrian no ser de significancia clinica (Van
Doorslaer & Burk, 2010).

Multiparidad: Otro factor de riesgo para el cancer cervical es la multiparidad debido
a que mantiene la zona de transformacion (sitio de origen de la mayoria de las
displasias cervicales y carcinomas) en el exocérvix por muchos afios (Autier et al,

1996), lo cual facilita la exposicion directa al VPH de alto riesgo.

Anticonceptivos Orales: El céncer cervical también se incrementa con el uso de
anticonceptivos orales; por ejemplo las mujeres que consumieron anticonceptivos
orales por mas de 5 afios tienen un riesgo 3 veces mas de desarrollar cancer cervical
comparadas con las que no los consumieron (Gariglio et al, 2009; Marks et al, 2011).
En apoyo de este factor de riesgo, fue demostrado en ratones transgénicos (los cuales
expresaban las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 en las células del epitelio basal) el
desarrollo de cancer cervical con una dependencia de exposicién a bajas dosis de
estrogeno (Arbeit et al, 1996).
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Tabla suplementaria 2. Primers usados en este estudio.

*Gen Primer Secuencia (5°-3”)

RARA sentido CTCTCCACCAAGTGCATCATTAAG
antisentido CAGCCTTGAGGAGGGTGATC

PPARG sentido CAGGCCGAGAAGGAGAAGCT
antisentido GATCGCCCTCGCCTTTG

NR2F2 sentido CATAC GGATCTTCCAAGAGCAAGT
antisentido CATCTGAGGTGAACAGGACTATGG

RARB sentido CTCACAG AGAAGATCCGAAAAGC
antisentido AATGCACTTGGTGGCCAGTT

TP53 sentido GATGCTGTCCCCGGACGA
antisentido AGGGGCCGCCGGTGTAG

B2M sentido ACCCCCACTGAAAAAGATGAG
antisentido ATGATGCTGCTTACATGTCTCG

VPH16 E6 sentido CACAGGAGCGACCCAGAAAG
antisentido TATATAC TATGCATAAATCCCGAAAAGC

VPH16 E7 sentido ATGGAGATACACCTACATTGCATGA
antisentido AATGGGCTCTGTCCGGTTCT

Rarb sentido ACAAGTCATCGGGCTACCAC
antisentido ACTGGCATCGGTTCCTAGTG

Gapdh sentido CATCTCCTCCCGTTCTGCC
antisentido GTGGTGCAGGATGCATTGC

*Simbolo oficial de los genes de acuerdo a HUGO Gene Nomenclature Committee
(HGNC).
Los simbolos de los genes con letras mayusculas corresponden a humano y los que

estan con minusculas a ratén.
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ANEXO

Mol Cell Biochem. 2015 Jul 15. [Epub ahead of print]

Human papillomavirus type 16 E7 oncoprotein upregulates the retinoic acid
receptor-beta expression in cervical cancer cell lines and K14E7 transgenic mice.

Gutiérrez  J*, Garcia-Villa E, Ocadiz-Delgado R, Cortés-Malagén EM, Véazquez
J, Roman-Rosales A, Alvarez-Rios E, Celik H, Romano MC, Uren A, Lambert PF,
Gariglio P.

Abstract

Persistent infection with high-risk human papillomaviruses is the main etiological
factor in cervical cancer (CC). The human papillomavirus type 16 (HPV16) E7
oncoprotein alters several cellular processes, regulating the expression of many genes
in order to avoid cell cycle control. Retinoic acid receptor beta (RARB) blocks cell
growth, inducing differentiation and apoptosis. This tumor suppressor gene is
gradually silenced in late passages of foreskin keratinocytes immortalized with
HPV16 and in various tumors, including CC, mainly by epigenetic modifications. We
investigated the effect of E7 oncoprotein on RARB gene expression. We found that
HPV16 E7 increases RARB mRNA and RAR-beta protein expression both in vitro
and in the cervix of young K14E7 transgenic mice. In E7-expressing cells, RARB
overexpression is further increased in the presence of the tumor suppressor p53
(TP53) R273C mutant. This effect does not change when either C33-A or E7-
expressing C33-A cell line is treated with Trichostatin A, suggesting that E7
enhances RARB expression independently of histone deacetylases inhibition. These
findings indicate that RARB overexpression is part of the early molecular events

induced by the E7 oncoprotein.
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