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RESUMEN

El Cancer Cérvico Uterino (CaCU) es la cuarta causa de muerte en todo el mundo por cancer
en mujeres y es una enfermedad asociada a la infeccion persistente del Virus del Papiloma
Humano (VPH), en particular de dos tipos de alto riesgo VPH16 y 18. Ademas de estos virus,
de alto riesgo también existen virus de bajo riesgo como VPH11 y VPH6, que aungue no
estan relacionados con el cancer, su importancia médica reside en su capacidad para generar
lesiones y verrugas genitales. El virus inicia su ciclo replicativo infectando células situadas
en la capa basal del epitelio, donde se localiza una pequefia poblacién de células troncales
epiteliales que desempefian importantes funciones de renovacion y mantenimiento del tejido.
El gen viral E2 es uno de los primeros expresados después de la infeccion y desemperfia
papeles relevantes en el ciclo replicativo del virus, modificando procesos fundamentales en
las células infectadas. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue demostrar la presencia
de subpoblaciones celulares en la linea celular HaCaT y evaluar el efecto de la expresién de

VPH16-E2 y VPH11-E2 en sus procesos bioldgicos como la diferenciacién celular.

Las células HaCaT-VPH16-E2 y VPH11-E2 se generaron por transduccion de la linea celular
HaCaT con un vector lentiviral. El perfil de expresion de a6-integrina-CD71 se establecid
mediante inmuno-tincién y analisis de citometria de flujo. Después de la clasificacion, las
subpoblaciones celulares se analizaron en ensayos de auto-renovacion, clonogenicidad y la

expresion de factores de troncalidad (RT-gPCR).

Se identificaron en la linea celular HaCaT tres subpoblaciones diferentes que corresponden
a células diferenciadas tempranas (a6-integrina®™), células transitoriamente amplificadas
(a6-integrina®/CD71"") y células progenitoras (a6-integrina®/CD71%™). La UGltima
subpoblacion mostrd caracteristicas de las células madre, como la capacidad de auto-
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renovacion, la clonogenicidad y la expresion de los factores de troncalidad SOX2, OCT4 y
NANOG, lo que sugiere que son células progenitoras. Interesantemente, la expresion de
VPH16-E2 en células HaCaT modificé el inmunofenotipo a6-integrina-CD71 modificando
la abundancia relativa de las subpoblaciones celulares, reduciendo significativamente el
porcentaje de células a6-integrina®/CD719™ y aumentando la abundancia relativa de la
poblacion (a6-integrina®™™). Ademas, la expresion de los marcadores de células madre
también se modificd, aumentando la expresion de SOX2 y NANOG, pero disminuyendo
notablemente la expresién de OCT4. Por otro lado en los ensayos de diferenciacion
observamos que la proteina VPH16-E2 favorece un proceso de diferenciacion comparable al
inducido por calcio o &cido retinoico. Por lo tanto nuestros resultados demuestran que,
aunque las proteinas E2 de los papilomavirus de alto y bajo riesgo son muy similares en
estructura, funcionan de manera distinta en las células de la capa basal del epitelio
estratificado, ya que el efecto de diferenciacion temprana es mucho mas evidente en

presencia de VPH16-E2 que en células que expresan VPH11-E2.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth cause of death by cancer in women worldwide and is associated
to the persistent infection of human papillomavirus (HPV), mainly from two high-risk types
HPV16 and 18. In addition to these viral types, low-risk viruses not related to cancer
generation, such as HPV11 and HPV6 have medical importance since its ability to generate

benign lesions and genital warts.

HPV initiates its replicative cycle infecting cells located in the basal layer of the epithelium,
where a small subpopulation of epithelial stem cells is located, performing the important
functions of renewal and maintenance of the tissue integrity. Viral E2 gene is one of the first
expressed after infection and plays relevant roles in the replicative cycle of the virus,
modifying fundamental cellular processes. Thus, the aim of the present study was to
demonstrate the presence of hierarchic subpopulations in HaCaT cell line and evaluate the

effect of HPV16-E2 and HPV11-E2 expression, on their biological processes.

HaCaT-HPV16-E2 and HPV11-E2 cells were generated by transduction of HaCaT cell line
with a lentiviral vector. The a6-integrin-CD71 expression profile was established by
immunostaining and flow cytometric analysis. After sorting, cell subpopulations were
analyzed in biological assays for self-renewal, clonogenicity and expression of “stemness”

factors (RT-gPCR).

We identified in HaCaT cell line three different subpopulations that correspond to early
differentiated cells (a6-integrin®™), transitory amplifying cells (a6-integrin®/CD71"") and
progenitor cells (a6-integrin®/CD71%™). The last subpopulation showed stem cell

characteristics, such as self-renewal ability, clonogenicity and expression of the well-known



stem cell factors SOX2, OCT4 and NANOG, suggesting they are “stem-like” cells.
Interestingly, the expression of HPVV16-E2 changed the a6-integrin-CD71 immunophenotype
modifying the relative abundance of subpopulations in this cell line, reducing significantly
the percentage of a6-integrin®/CD71%™ and increasing the a6-integrin®™ cells. Moreover,
the expression of the stem cell markers was also modified, increasing the expression of SOX2
and NANOG, but decreasing notably the expression of OCT4. On the other hand, in the
differentiation assays we observed that the HPV16-E2 protein favors a differentiation process
comparable to that induced by calcium or retinoic acid. Therefore, our results demonstrate
that, although the E2 proteins of high and low risk papillomaviruses are very similar in
structure, they have different functions in the cells of the basal layer of the stratified
epithelium since the effect on early differentiation is considerably more evident in presence

of HPV16-E2 than in cells expressing HPV11-E2.



INTRODUCCION

I. Virus del Papiloma Humano (VPH)

El Cancer Cérvico-Uterino (CaCU) es un problema de salud publica que representa la tercera
causa de muerte en mujeres mexicanas (INEGI 2013) y su desarrollo esta relacionado con la
presencia del Virus del Papiloma Humano (VPH), el cual esté asociado a la aparicion de este
cancer en un 90-100% de los casos; sin embargo es importante notar que la infeccion viral
por si sola no es capaz de inducir desarrollo de cancer, ya que se ha demostrado que existe
un alto porcentaje de mujeres infectadas con VPH’s de alto riesgo las cuales presentan una

citologia del cérvix normal y jamas desarrollan cancer [1].

El VPH es un virus pequefio de forma icosaedrica, desnudo, perteneciente a la familia
Papillomaviridae. Se han descrito mas de 100 tipos basados en el analisis de secuencias de
su DNAy esta clasificacién a su vez ha sido asociada al tipo de epitelio especifico que infecta
[2,3]. Desde el punto de vista evolutivo los papilomavirus han sido divididos para su estudio
en dos grupos alfa y beta; el primero, es el grupo mas grande y es donde se encuentran los
papilomavirus que infectan mucosa genital, asi como algunos tipos de papilomavirus
cutaneos que rara vez se asocian a aparicion de cancer como el VPH2 [4] (Fig. 1 panel A). A
su vez el grupo alfa tiene una subdivision asociada al grado de oncogenicidad de cada tipo
denominados papilomavirus de alto y de bajo riesgo. EI VPH16 es el mas representativo del
primer grupo por estar presente en mas del 50% de los casos de CaCU, dentro de la
clasificacion de virus de bajo riesgo se encuentran el VPH11 y el VPH6, que aunque no estan
relacionados con cancer su importancia médica radica en su capacidad de generar lesiones y

verrugas genitales [5] (Fig. 1 panel B).
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Fig. 1 Clasificacion de los cinco grupos evolutivos del VPH [4] (A). Dentro del grupo de VPH que infectan
mucosas se muestran los tipos mas representativos de alto y bajo riesgo (B). Modificado de Egawa, N., et al.,
2015 [6].

Sin importar el grado de oncogenicidad o el grupo al que pertenecen los papilomavirus
comparten un gran numero de caracteristicas tanto morfolégicas como funcionales por
ejemplo todos contienen un DNA de doble cadena de un tamafio aproximado de 8Kb el cual
se mantiene generalmente super-enrollado de manera episomal. Este codifica para 8 marcos
abiertos de lectura (ORFs “por sus siglas en inglés”) en una de las cadenas del DNA, asi
como una regién que no se transcribe ni se traduce, que regula la replicacion y transcripcion
del virus conocida como “region larga de control” (LCR “por sus siglas en inglés”) la cual
se encuentra organizada en nucleosomas [7]. En general la LCR esta constituida en su porcion
3" por el origen de replicacién y del promotor de los oncogenes E6 y E7, ademas de cuatro

elementos de respuesta: el primero es un sitio de union para el factor de transcripcion SP1,
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dos sitios de union para la proteina E2 del virus que se caracterizan por ser secuencias
palindromicas [AACCg(N4)cGGTT] y el cuarto que es la caja “TATA”. Hacia el extremo 5°
se localizan dos sitios méas para union de E2 ademas de una zona de “enhancer” especifico
de células epiteliales [8] y un sitio de reconocimiento para la proteina viral E1 que permite

la replicacion del virus [9].

Fig. 2 Representacion esquematica del genoma del VPH. Se muestran los genes de expresion temprana y tardia,

asi como la region larga de control (LCR). Modificado de Unger, E., et al., 2004 [10].

Il. Proteina Viral E2

El gen E2 de los Papilomavirus codifica para una proteina de aproximadamente 48 kDa, con
ligeras variaciones en su peso molecular dependiendo del tipo de VPH. Esta proteina posee
tres dominios principales: el dominio de transactivacion (TAD), un dominio de unién al DNA
(DBD) y un dominio “bisagra”. El TAD esta localizado en la region amino-terminal y esta
constituido por ~200 aminoacidos, los cuales forman a su vez, una region de a-hélices unidas
por “loops” y una region de laminas-p unidas por vueltas sencillas [11,12]; también es
importante en la formacion de dimeros entre proteinas E2 unidas al DNA. EI dominio

carboxilo-terminal, corresponde a la region de la proteina E2 responsable del reconocimiento



de secuencias particulares del genoma viral. Los sitios de union a E2 en el DNA (E2BSs) son
especificos y se definen por una secuencia palindromica consenso de 12 pb (ACCGNs+CGGT)
[13]. La proteina E2 contacta a los E2BSs en las guanosinas de la secuencia palindrémica en
cada cadena. Por su parte, el DBD no tiene motivos consenso de union al DNA; sin embargo,
se ha encontrado que leucinas espaciadas cada siete aminoacidos, asi como ciertos
amino&cidos hidrofdbicos, son importantes en la union de E2 al DNA. EI DBD se compone
de ~200 aminoé&cidos y es una region necesaria para la dimerizacion de la proteina, lo que a
su vez, permite que el DNA al que se une pueda doblarse [14]. EI DBD esta formado por una
estructura denominada barril-f dimérico y cada mondémero de E2 contribuye con una mitad
de dicha estructura (4 laminas-p). E1 DBD consiste de una hélice principal de reconocimiento
al DNA (al), una hélice pequeina adicional (a2) y dos “loops” que conectan las laminas-[3
[15]. La conformacion del mondmero del DBD de E2 tiene una alta homologia estructural
entre todos los tipos de VPH, a excepcidon de la estructura cuaternaria (particularmente la
orientacion de las dos hélices de reconocimiento del DNA). Por ultimo un dominio tipo
“bisagra” que se encuentra poco conservado entre los tipos de VPH y que se localiza entre el
dominio de transactivacion y el de union al DNA, que se conoce es una zona altamente

fosforilable de la proteina [16] (Fig. 3).
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Fig. 3 Modelo de la Proteina E2 de los VPH’s donde se muestra el dominio de transactivacion en el extremo
amino-terminal (TAD), la regién bisagra (HINGE) y el dominio de unién al DNA y dimerizacion en el
carboxilo-terminal (DBD). Modificado de Dell, G., et al., 2003 [17].

La proteina E2 participa en multiples eventos durante la infeccién viral, por ejemplo, en
células de la capa basal del epitelio se requiere para la iniciacién de la replicacion, para la
transcripcion, asi como para la segregacion del genoma viral a las células hijas durante la
mitosis celular. Ya que funciona como una proteina de anclaje entre el genoma viral y los
cromosomas de la célula hospedera, la proteina E2 de algunos tipos de VPH se asocia por
medio de su C-terminal a la proteina Brd4 la cual es una proteina que participa en la mitosis
celular a nivel de husos acromaticos; esta interaccion permite la correcta segregacion del

genoma viral a las células hijas después de la division celular [18].

E2 como factor de transcripcion se une al DNA reconociendo la secuencia palindromica antes
mencionada (E2BS) localizada en la LCR del genoma viral. En general en todos los tipos de
VPH se han localizado cuatro de estas secuencias a lo largo de la LCR, dos més cercanas al
promotor de E6 y dos mas alejadas de este. Por esta razon es que E2 es considerada como un
factor de transcripcion del genoma viral, ya que regula al promotor controlando la expresion
de los oncogenes E6 y E7. Cuando los niveles de E2 son bajos, ésta actla como un activador
transcripcional, mientras que a niveles elevados E2 reprime la expresion de los oncogenes

virales por desplazamiento de SP1 de los sitios adyacentes del promotor evitando que el pre-
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complejo de inicio de la transcripcion pueda unirse al DNA [19], esta capacidad para activar
o reprimir de acuerdo a su abundancia se da como resultado de la diferencia de afinidad entre

los cuatro sitios de unién al DNA [20].

Cuando los niveles de E2 son bajos, la proteina se une primeramente a los sitios méas alejados
del promotor (sitios tres y cuatro); es en este momento cuando E2 puede reclutar a la
maquinaria general de transcripcion por interaccion directa con la proteina de union a caja
TATA (TBP) y factores que se asocian a este como TFIID, que junto con TFIIB se unen al

“core” del DNA.

1. Ciclo viral

El VVPH tiene tropismo por epitelio escamoso Yy estratificado al igual que por mucosas; la
infeccion del virus requiere que los viriones tengan acceso a la capa basal del epitelio,
mediante una lesion o microabrasion en la cual ocurre la adhesion y la penetracion de las
particulas virales a las células en proliferacion [21], siendo las proteinas integrales de
membrana como los sindecanes y los betas-glicanos los receptores primarios que pueden
mediar el contacto virus-célula y la a6-integrina el receptor secundario para que se de la
infeccion [22,23]. Cuando el virus se une a la célula sufre un proceso de endocitosis en

vesiculas de clatrina o por la via de las caveolas [24].

Una vez que se da el proceso de infeccion, el virus puede mantenerse en un ciclo de
produccion infectiva donde el genoma viral se establece en las células de la capa basal de
manera episomal y en un bajo nimero de copias, es en este momento cuando inicia la
expresion de las proteinas E1 y E2. E1 es una helicasa ATP-dependiente y es la Unica proteina

con actividad enzimética que es codificada por el DNA viral; participa en la replicacion del
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DNA del VPH mediante la formacion de un complejo con la proteina E2 y uniéndose al ori
del genoma viral [25]. Una vez que se ha realizado la union al DNA la proteina E2 se disocia
del complejo permitiendo que E1 se ensamble en un anillo hexamérico que va a permitir el

inicio de la replicacion [26].

El genoma viral empieza a replicarse en niveles bajos en los nicleos de células infectadas sin
producir particulas infectivas; conforme avanza el proceso de diferenciacion celular las
células basales pierden su capacidad de dividirse y ocupan los estratos suprabasales (estrato
escamoso), cambiando también el patron de expresion del genoma viral transcribiéndose

importantemente los genes E6 y E7 bajo la regulacion de la proteina E2.

La proteina E7 puede unirse y desestabilizar a la proteina supresora de tumor de
retinoblastoma (pRb) evitando que esta se una al factor de transcripcién E2F, favoreciendo
la expresion de genes tanto virales como celulares que permiten la progresion del ciclo celular
[27]. Ademés, puede bloquear la accion de inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas,

evitando su union con proteinas que también estimulan la progresion del ciclo celular [28].

Por otra parte la proteina E6 interactta con las proteinas EGAP y p53, dando como resultado
la degradacion proteolitica de ésta Ultima [29]. La expresion de los ORFs L1y L2, asi como
el ensamblaje de la cépside con el genoma viral correspondiente, ocurre en los estratos
escamoso Y superficial del epitelio. Los viriones completos se encuentran tnicamente en los

estratos superficiales y su liberacion ocurre a través de la exfoliacion del epitelio [21,30]

(Fig. 4).
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Fig. 4 llustracién del ciclo viral a través del epitelio. La figura muestra la expresién diferencial de los productos
virales. Tomado de Frazer, 1., 2004 [31].

Si la infeccion por el VPH es persistente el virus podria entrar en un ciclo de transformacion
celular en donde se da lugar a eventos como la integracion del genoma viral dentro del
genoma de la célula hospedera, generalmente por rompimiento del marco de lectura de la
proteina E2. Esto trae como resultado una desregulacion de la transcripcion y sintesis de E6
y E7 las cuales quedan bajo la regulacion directa de factores transcripcionales de la célula,
promoviendo ventajas en el crecimiento de las células infectadas contra las sanas, por lo
tanto, una activacion constitutiva de la proliferacion, a consecuencia de esto una

transformacion del epitelio siendo este el primer paso para el inicio del cancer [32,33].

Sin embargo, el éxito de la infeccién radica en la capacidad de completar el ciclo viral y
producir viriones; para que esto suceda es indispensable que el epitelio también lleve a cabo

el proceso de diferenciaciéon celular.
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IV. Proceso de la Diferenciacion Epidermal

La epidermis funciona como una barrera protectora ademas de tener funciones inmuno-
protectoras. Estas funciones estan dadas debido a su delicada organizacion en epitelio
escamoso multi-estratificado, el cual es generado por los queratinocitos en un proceso
altamente regulado de diferenciacién denominado cornificacion o diferenciacion terminal
epidermal [34]. La capa interior o capa basal esta formada por células cuboidales y es la capa
encargada de la proliferacion y renovacion del epitelio. Conforme se dan los procesos de
division celular, un porcentaje de células hijas va migrando a través de las diferentes capas y
sufriendo subsecuentes pasos de diferenciacion (capa espinosa y granular), hasta llegar a la
diferenciacion terminal que corresponde a la ultima capa de estratificacion. Aqui se
encuentran células aplanadas y enucleadas (corneocitos), las cuales van siendo liberadas por

exfoliacion y continuamente reemplazadas por células de estratos inferiores [35].

A. Estados de la Diferenciacion Epidermal

Capa Basal. Siendo que el tejido epitelial se encuentra en constante proceso de renovacion,
requiere de un alto grado de organizacion que permita una correcta tasa de recambio celular,
al igual que en otros tejidos la homeostasis epidermal estd asegurada por una poblacion de
células madre (troncales) somaticas residentes, las cuales persisten a través de la vida de cada
individuo y se localizan en la capa basal. Estas células son relativamente indiferenciadas y

tienen una alta capacidad de auto-renovacion, asi como un gran potencial proliferativo [36].

Dentro de esta poblacion de células se encuentran caracterizadas tres subpoblaciones
clasificadas segun su localizacion, potencial mitético y propiedades de adhesion: (1) Células

troncales, las cuales por un proceso de division celular dan origen a dos células hijas una de
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ellas se mantiene como progenitora y la otra se denomina célula amplificada transitoriamente
(2), estas a diferencia de las primeras se limitan a pocos eventos de division celular y estan
destinadas a la diferenciacion; por ultimo (3) las células post-mitoéticas, las cuales ya iniciaron

un programa de diferenciacion y su proceso de division celular es casi nulo [37,38].

Los queratinocitos de la capa basal que se encuentran en estado proliferativo se pueden
distinguir claramente de las células suprabasales ya que presentan patrones especificos como
uniones intercelulares tipo desmosomas y uniones adherentes. Después de un limitado
namero de divisiones mitéticas las células de la capa basal salen de este ciclo y se

comprometen a diferenciacion.

Capa Espinosa. La primera consecuencia de este cambio celular es la regulacion a la baja de
algunas proteinas como las integrinas; también se pierden los contactos con la matriz
extracelular que permitan la migracion a través del epitelio. Por otra parte comienza la
expresion de queratinas como la queratina 1 y 10 (K1 y K10) [39]. Ademéas comienzan a
presentarse cambios morfoldgicos como la formacion de filamentos agregados en el
citoesqueleto Ilamados tonofilamentos [40], ademas del incremento en la expresion de
desmosomas. Al final del proceso de maduracidon de los espinocitos se expresan proteinas de
envoltura como la involucrina, y algunos aminoécidos como la glutamina y la lisina son

depositadas en la membrana plasmatica [41].

Més hacia la superficie del epitelio se encuentra la Capa Granular. En esta capa estan
presentes células granuladas. Este estrato contribuye a formar una barrera antimicrobiana y
de defensa para el epitelio [42]. Finalmente y siendo la zona mas expuesta del epitelio se

forma la Capa Cornea. Donde las células mueren y se liberan mediante descamacion [43].
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Fig. 5 Representacion esquematica del proceso de Diferenciacion Epitelial, asi como de los cambios
morfolégicos que sufren las células durante cada evento de diferenciacién. En el recuadro gris (derecha) se
observa el patrdn de expresion proteica caracteristico de cada estrato celular. Tomado de Pasquiarello, N., et
al., 2009 [35].

Ademas de las caracteristicas morfoldgicas de las células epiteliales, durante el proceso de
diferenciacion estas se pueden distinguir en base a la expresion de ciertos genes, cuyos
productos proteicos sirven como marcadores diferenciales (Fig. 5). La expresion diferencial
se debe principalmente a modificaciones epigenéticas y a factores transcripcionales que

activan promotores de genes implicados en la regulacién de la diferenciacion epitelial.

V. Factores que requlan el proceso de Diferenciacion

Existen multiples mecanismos que pueden dirigir un programa de diferenciacion celular. Uno
de estos involucra la metilacion del DNA, que es regulada por enzimas DNA metil-

transferasa (DNMT), las cuales adicionan un grupo metilo a residuos de citosinas en zonas
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del DNA denominadas islas CpG. Estas islas se encuentran altamente metiladas en células
jovenes a diferencia de tejidos adultos que generalmente estan libres de grupos metilos; este

patrén de metilacion se mantiene de manera inherente de una generacion celular a otra [44].

Otro mecanismo de regulacion esta dirigido por factores de transcripcién; existe evidencia
que muestra la especificidad de algunos factores transcripcionales y su regulacién en
secuencias promotoras de genes que permiten la activacion de vias de sefializacién para
eventos de diferenciacion. Por ejemplo la comunicacion cruzada entre Notchl y p63 para la
regulacién de la auto-renovacion y la diferenciacién del epitelio. Se sabe que p63 reprime la
expresion de Notchl en capas poco diferenciadas y que esta represion se abate en estratos
superiores donde Notchl induce arresto celular por induccion de la expresion de p21 [45],
esto da como resultado un compromiso de diferenciacion epidermal temprano, previniendo

la expresion de marcadores de diferenciacion terminal [46,47].

Ademas se ha reportado que la ausencia de Notchl en células de la capa basal y de capas
suprabasales permite la expresion de las proteinas de proliferacion Ki67, queratina 14,

integrina B1 e integrina 4 [45].

También existen reguladores para el mantenimiento de la proliferacion y de las células
troncales en el epitelio; tal es el caso de la isoforma de p63 denominada ANp63, la cual se
encuentra predominantemente expresada en epidermis, mucosa oral, tracto urogenital y
prostata [48]. Se ha demostrado que ANp63 actlia como un represor transcripcional en
promotores génicos de proteinas relacionadas con diferenciacion como p21 y 14-3-3c [49],

favoreciendo asi un estado de auto-renovacion importante para el epitelio.
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VI. Herramientas de expresion génica

Como hemos observado cuando se estudian procesos virales en donde se requiere de un
fendmeno de diferenciacién celular como en el caso de los papilomavirus es muy importante
no solo seleccionar un modelo celular de estudio adecuado, ademéas debemos identificar las
herramientas mas eficientes para la expresion del gen de interés. Actualmente una de las
estrategias mas utilizadas para la expresion de genes o de productos nucleotidicos en células
eucariontes y evaluar sus efectos, es a través de la infeccion con vectores virales. Estos

sistemas tienen ventajas sobre las transfecciones con DNA plasmidico.

Dentro del grupo de los vectores virales podemos encontrar los adenovirus, los virus adeno-
asociados y los retrovirus [50-52], los cuales pueden utilizarse dependiendo de los
requerimientos de expresion y de las condiciones de las células blanco. Los vectores
retrovirales tienen alta capacidad codificante y expresion génica estable debido a su
integracion en el genoma de la célula hospedera; ademés su transduccion en células
quiescentes ha dado la ventaja de trabajar con ellos en cultivos celulares en proceso de
diferenciacion como neuronas [53], células de retina [54] y hepatocitos [55]. Ademas se

pueden generar lineas celulares que expresen establemente el gen que se desea evaluar.
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ANTECEDENTES

Como ya se menciond existe basta informacion acerca del mecanismo de regulacion que
ejerce la proteina E2 sobre el genoma viral, por ejemplo, la importancia que tiene durante la
replicacion y su interaccion con la helicasa E1 [25,56], o la regulacién negativa/positiva
durante la transcripcion de las proteinas oncogénicas E6/E7 [57], ademas de las numerosas
interacciones con proteinas celulares que permiten una correcta segregacion del genoma viral

y por lo tanto una persistencia de la infeccion [18,58].

Al mismo tiempo E2 participa en la regulacion de procesos celulares fundamentales como
la proliferacion, ya sea de manera indirecta a través de la regulacion de los niveles de E6 y

E7, o bien a través de la interaccién con proteinas celulares[59].

Se sabe que cuando el ORF de E2 se pierde por la integracion del genoma viral al celular, la
expresion de E6/E7 aumenta considerablemente, lo cual disminuye los niveles proteicos de
p53 y de pRb. Como consecuencia la célula infectada pierde puntos de regulacién a nivel de
reparacion del DNA 'y al mismo tiempo se promueve una division celular constitutiva, ya que
el factor de transcripcion E2F se encuentra libre permanentemente; lo cual esté directamente
asociado con el inicio de la transformacion celular y mas adelante con la progresion a cancer

[60].

Se ha demostrado que la reintroduccién de la proteina E2 de BPV a células infectadas con
VPH provoca un arresto celular en la fase G1, seguido de una disminucion de los productos
proteicos de los oncogenes virales E6 y E7, mostrando patrones caracteristicos de

senescencia. Posiblemente esto se deba a la represion de E6/E7 ya que las células recuperan
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la capacidad de responder a dafios al DNA como el acortamiento de telomeros [61]. Ademas

una fraccion de estas células que expresan E2, son dirigidas a apoptosis [62].

E2 puede llevar a apoptosis a las células independientemente de si estas han sido infectadas
0 no por VPH, mediante dos vias: la primera es independiente de p53 e involucra la
regulacién y represion de los oncogenes E6/E7 permitiendo asi el restablecimiento de las
proteinas celulares p53 y Rb [62]; y la segunda es a través de p53, ya que E2 interactlia
directamente con esta proteina y con la proteina co-activadora CBP la cual participa en

apoptosis dependiente de p53 [63,64].

Aunqgue la proteina E2 de todos los papilomavirus comparten cierta homologia, existen
diferencias en su habilidad de interactuar con proteinas de la célula hospedera, y por lo tanto

en la manera en que afectan procesos celulares.

Por ejemplo, las proteinas E2 de los VPH de bajo riesgo como E2VPH11/VPH6 son
incapaces de inducir apoptosis dependiente de p53, a diferencia de las proteinas E2 de VPH
de alto riesgo (VPH16) [65], debido entre otras cosas, a las diferencias que se presentan en
su localizacion celular. Las proteinas E2 de los VPH de bajo riesgo son predominantemente
nucleares, mientras que las proteinas de los VPH de alto riesgo como E2VPH16 se localizan
tanto en ndcleo como en citoplasma, ya que contienen una secuencia de exporte nuclear

inexistente en proteinas E2 de bajo riesgo [66].

Eventos como apoptosis, senescencia y proliferacion celular han llevado a diferentes grupos
de investigacidn a interesarse por los procesos de diferenciacion que pudieran ser promovidos
por proteinas virales como E2, ya que un punto critico para el inicio de este fenGmeno es un

arresto en el ciclo celular, seguido de la expresion de genes relacionados con diferenciacién
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temprana. Si estos genes no son expresados, la célula podria quedarse en un estado de

senescencia irreversible y mas tarde llegar a un estado de inmortalizacion o apoptosis [67,68].

Una de las aproximaciones experimentales en estos estudios ha sido el uso de lineas celulares
inmortalizadas provenientes de carcinomas [69-71], o lineas de queratinocitos inmortalizados

de diferentes tejidos [72-74].

Por ejemplo; Burns et al demostraron que células (VPH-) en las que se ha expresado
E2VPH16, muestran morfologia tipica de diferenciacion, elongamiento celular e inicio de
colonias en multicapas, incluso en medio libre de calcio; ademas de presentar marcadores de

diferenciacién como involucrina, filagrina y citoqueratinas 1 y 10 [68].

También se han mostrado altos niveles de apoptosis, debido a la interaccion entre la region
carboxilo terminal de E2VPH16 con p53, fendmeno observado por el grupo de Parish, donde
utilizando como modelo la linea celular HeLa (VPH18) encontraron que la proteina

E2VPH16 es capaz de dirigir las células a apoptosis [65].

Otros reportes también muestran procesos de diferenciacion celular inducidos por E2 a través
de su asociacion con factores de transcripcion implicados en los cambios de patrones de

expresion celular, por ejemplo C/EBP y AP-1.

Una isoforma de C/EBP (C/EBPp) se expresa a niveles bajos en las células de la capa basal
localizada principalmente en citoplasma, en el estrato superior (capa espinosa) se expresa
fuertemente y se localiza en el nucleo celular y por Gltimo C/EBPa se expresa en la

diferenciacion terminal de queratinocitos [75,76].

En papilomas escamosos C/EBPJ y C/EBPa se encuentran en la capa suprabasal de manera

reducida [76], cuando existe una infeccion por VPH se observa que las proteinas E2 de los
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tipos VPH18 y VPHS8 cooperan de manera positiva con C/EBPf para activar promotores de
genes que participan en la diferenciacion de queratinocitos como la involucrina, trabajando
como un co-activador de la transcripcion en células RTS3b (VPH-) y C33A (VPH-) [77].
Interesantemente C/EBPa. esta involucrado en la activacion del promotor de p21, cuyo

producto proteico participa en el proceso de diferenciacion en queratinocitos [78-81].

Por otra parte se han encontrado sitios de union especifica para E2 en el promotor de la f4-
integrina y se ha demostrado que la proteina viral regula negativamente su expresion. Esta
proteina participa también en procesos de diferenciacion ya que es la encargada de que los

queratinocitos se anclen a la matriz extracelular [82].

Al parecer esta regulacion negativa por E2 posibilitaria que las células infectadas establezcan
contacto con células transitoriamente amplificadas en la capa basal, asegurandose que el virus
no solo se replique sino que la célula se comprometa a un proceso de diferenciacion que el

virus requiere para su maduracion [83].

Una de las limitantes para el estudio de la participacion del VPH en el proceso de
diferenciacion epidermal ha sido el modelo de estudio, ya que es complicado establecer un

sistema de estratificacion celular que permita estudiar paso a paso el progreso de la infeccion.

Un acercamiento a este fendmeno ha sido la separacion de subpoblaciones celulares
equivalentes a células de la capa basal que es donde se inicia la infeccion por VPH y donde

se expresa por primera vez la proteina E2.

Estas estrategias se han probado en cultivos primarios y en lineas celulares transformadas, a
través de la identificacion de receptores de membrana como desmogleina-3, integrinas a6,

B1, la molécula CD71 (receptor de Transferrina), la presencia de la molécula p63 en el
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nucleo, o caracteristicas propias de su metabolismo, como la sobre-expresion de la enzima
Aldehido deshidrogenasa (ALDH), o de las bombas ABCG [84-87]. Para seleccionar la
estrategia correcta es necesario conocer algunas caracteristicas de los modelos de estudio.

Por ejemplo:

l. Poblacién Colateral (PC)

Esta estrategia se basa en la exclusion del colorante Hoechst 33342 por la alta expresion de
los transportadores de membrana de la familia ABC (ATP-binding cassette) que son un
conjunto de proteinas con la capacidad de unirse al ATP y usarlo como fuente energética para

el transporte enddgeno o exdgeno de moléculas a través de la membrana celular.

Dicho colorante es usado de manera normal para el estudio de la distribucion de las células
dentro del ciclo celular, sin embargo Goodell et al., [88] observaron que al tefiir células de la
médula 6sea con Hoechst 33342 y evaluarlas simultineamente a 573 nm (rojo) y 450 nm
(azul) en un citémetro de flujo, se puede observar en la grafica una pequefia poblacién que
no se tifie, la cual representa aproximadamente el 0.1% y a la cual se le dié el nombre de
poblacion colateral (PC). Se ha demostrado también que la exclusion del Hoechst por la PC

involucra la actividad del transportador ABC MDRL1 (transportador de resistencia multidroga
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1) ya que al agregar un inhibidor de este transportador (verapamilo) la PC practicamente

desaparece.
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Fig. 6. Poblacidn colateral. 1zq. Diagrama que muestra la distribucion de las células tefiidas con Hoechst-33342

por citometria de flujo. Der. Ejemplo de identificacion de la poblacion colateral. Tomado de Goodell, M. A., et
al., 1996 [88].

Existe un alto nimero de lineas celulares que contienen una pequefia poblacion celular, muy
parecida a células troncales, con capacidad proliferativa ilimitada y resistente a drogas
citotoxicas y a radiacion (C6, MCF-7, U-20S, SaOS-2 y Hela, entre otras), y que esta
poblacion colateral (PC) podria ser la responsable de las recaidas en los tratamientos contra

diferentes tipos de cancer [89].

Il. Expresion de receptores de superficie celular

La capa basal del epitelio es una zona con poblaciones heterogéneas en donde se encuentran
células tanto en estado proliferativo como en estado de diferenciacion. Las células de la capa
basal estan adheridas a la matriz extracelular via integrinas y la disminucion de estas regula
los procesos de diferenciacion [90,91]. Se ha descrito que queratinocitos primarios con
niveles elevados de desmogleina 3 (Dsg3) presentan caracteristicas de células progenitoras y

coinciden con la elevada expresion de a6-integrinay con una disminucion del receptor de
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transferrina CD71 [84]. De esta manera Schluter y colaboradores desarrollaron una técnica
de separacion de tres subpoblaciones en queratinocitos primarios, combinando la
identificacion de los marcadores a6-integrina/CD71 por citometria de flujo. De esta manera
identificaron las tres subpoblaciones: a6-integrina®™ (células post-mitoticas), o6-
integrina®/CD71" (células transitoriamente amplificadas) y a6-integrina®/CD719™
(células progenitoras) [84]. Ademas esta estrategia permite separar las células y mantenerlas

metabolicamente activas para su posterior estudio.

103
Cell population Incidence %G, % S+GM
102 A | a6™'CD71*/KSC/Quiescent 9,74:0.83 *97,85:0,23 2.3540.09
= B | a6*CD71/TA/Cycling 454240.72 *492,15+0.93 447 6840,99
8 C | a6*/ED/Differentiated 44.94:0.26 97,65:0,29 2,18:0.31
10

10" _10¢ 10° 10¢
a6 integrin

Fig. 7 Caracterizacion de queratinocitos basado en el fenotipo a6-integrina/CD71. Resultado de la citometria
de flujo con las tres sub poblaciones a6-integrina®™ (células post mitoticas), a6-integrina®/CD71°" (células
transitoriamente amplificadas) and a6-integrina®/CD719™ (células progenitoras) y los porcentajes de

abundancia relativa celular. Tomado de Schluter, H., et al., 2011 [92].

1. Modelos de estudio

Cuando se quiere analizar un fenémeno celular es requisito indispensable la correcta eleccion
del modelo de estudio y aunque es muy comun el uso de lineas celulares transformadas, estas
no siempre proporcionan informacion que se relaciona satisfactoriamente con los procesos

celulares que suceden en la progresion de CaCU.
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Existen reportes sobre la expresion genica de diferentes lineas celulares provenientes de
carcinomas cervicales, en los que se ha demostrado que una de las lineas celulares que menos
se correlaciona con las caracteristicas de un cancer cérvico-uterino es Hel a, ya que cuando
se cultiva en monocapa presenta un patron de expresion muy diferente al de biopsias de
cérvix con cancer. Por el contrario, las lineas celulares C4-1y C4-11 presentan la correlacion
mas alta comparada contra biopsias de cancer cervical [93]. Este estudio también mostré que
lineas celulares C4-1, C4-11, CaSki y SiHa, mantienen alta correlacion con muestras de CaCU

en las vias de proliferacion celular [93].

Estos reportes nos indican la importancia del empleo de modelos celulares que tengan una
mayor aproximacion con los fendmenos naturales de estudio. Una opcidn alternativa es el
uso de células provenientes de cultivos primarios de queratinocitos (HKc), lineas celulares
de queratinocitos tempranos (HPEK o NPHK) o lineas inmortalizadas a partir de tejido
epitelial (HaCaT) los cuales han sido utilizados en el estudio de las vias de sefializacién

durante la diferenciacion y estratificacion del epitelio [94].
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JUSTIFICACION

Aunque es bien conocido que la proteina E2 del VPH participa en la regulacion de distintos
procesos celulares incluyendo apoptosis, proliferacion y diferenciacion, desconocemos si
existen diferencias en la regulacidn de estos procesos entre proteinas de virus de alto y bajo
riesgo, asi como si son capaces de llevar a cabo estas funciones en las células de la capa

basal del epitelio donde se inicia la infeccion viral.

Por lo tanto consideramos importante el analisis comparativo de procesos celulares entre las
proteinas E2VPH16 (alto riesgo) y la proteina E2VPH11 (bajo riesgo) en células progenitoras

de queratinocitos humanos inmortalizados.
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HIPOTESIS

La proteina E2 de VPH16 afectard de manera mas significativa procesos celulares como la

diferenciacion de células progenitoras en comparacién con la proteina E2 de VPH11.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el proceso de diferenciacion celular de células progenitoras de queratinocitos
humanos inmortalizados en presencia de las proteinas E2 de papilomavirus de alto y bajo

riesgo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Demostrar que la linea celular HaCaT presenta diferentes subpoblaciones a través

de los marcadores a6int/CD71.

2. Evaluar las caracteristicas de troncalidad de la sub-poblacion o6int®/CD719™ de la

linea celular HaCaT.

3. Expresar las proteinas E2 VPH16 y E2 VPH11 en la linea celular HaCaT a través de

un sistema lentiviral.

4. Evaluar la abundancia relativa de las poblaciones a6int/CD71 en la linea celular

HaCaT antes y durante la expresion de las proteinas E2 de alto y bajo riesgo.

5. Evaluar las caracteristicas de troncalidad de las poblaciones a6int”/CD719™ y no

a6int”"/CD719™M antes y durante la expresion de E2 VPH16 y E2 VPH11.

6. Evaluar el proceso de diferenciacion temprana en la linea celular HaCaT antes y
durante la expresion de las proteinas E2 VPH16 y E2 VPH11.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Las células HEK293-FT (ATCC) fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino, L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), penicilina (100

U/mL) y estreptomicina (100ug/mL) a 37°C en una atmoésfera humidificada a 5% de COo.

Las células HaCaT (donadas generosamente por el Dr. Norbert Fusenig) fueron mantenidas
en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, L-glutamina (2 mM),
piruvato de sodio (1 mM), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100pug/mL) a 37°C en

una atmdsfera humidificada a 5% de CO..
Generacion del Sistema Lentiviral

Para generar las particulas lentivirales fue necesario 48 hrs antes de la co-transfeccion
sembrar cajas P100 con 3 X 10° células HEK293-FT (las células deben estar a un 80-85% de
confluencia en el momento de la transfeccion). Se retird el medio y se lavaron con medio
OPTIMEM. Las mezclas de transfeccion contenian: 7.5 pg de plasmido pMDG.2, 2.5 g de
plasmido psPAX2, 3.0 pg de plasmido pSIN- (VPH16-E2, VPH11-E2 0 Vac) y 36 pul de
Lipofectamina resuspendidos en 3ml de medio OPTIMEM. La mezcla de transfeccion se
agrego gota a gota a las cajas de cultivo celular, las cuales se incubaron 24 hrs a 37°C en una
atmosfera humidificada a 5% de CO-. Pasado el tiempo de transfeccion se retiro el medio y
las células se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, L-
glutamine (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(100pug/mL) y 10 mM de butirato de sodio. Se incubaron 48 hrs a 37°C en una atmosfera
humidificada a 5% de CO:s.
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Para la purificacion de particulas lentivirales se colectd el medio de cultivo y se centrifugo a
4 °C a 5009 durante 15 min para empastillar el desecho celular. El sobrenadante resultante
se hizo pasar por un filtro de PVDF 0.45 um vy se ultracentrifug6 a 70,000g por 90 min a 4
°C. El sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendié en albumina al 0.01%, para
después ser almacenada a 4°C por 24 hrs. Pasado este tiempo se dividio en alicuotas y se

almacené a -70°C.
Titulacién lentiviral

Para la cuantificacion de genomas virales se sigui6 la metodologia de Carmo, et al., 2004
[95]. El primer paso fue realizar una curva patron con el DNA control, en este caso se utilizd
el plasmido pSin-eGFP-PUR linearizado para evitar la formacion de estructuras secundarias

y tener una correcta amplificacion.

Una alicuota de lentivirus resuspendida en albumina se calent6 a 75°C por 10 min para liberar
el RNA. Para eliminar el DNA celular que pudo haber quedado en el sobrenadante se
agregaron 2U de DNAsa I, 4 pl de MgClz 25 mM y se aford a 100 pul con H20 estéril antes
de incubar a temperatura ambiente por 30 min. Se tomaron 5 pl de la dilucion y se hizo una

sintesis de cDNA utilizando cebadores al azar (“Random primers”).
El perfil térmico que se utiliz6 para RT-gPCR fue el siguiente:

1 ciclo de desnaturalizacion de 15 minutos a 95 °C; 40 ciclos de amplificacion, cada uno con
un periodo de 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 62 °C y 30 segundos a 72 °C. Con una

curva de disociacion de 1 minuto a 60 °C y 95 °C 15 segundos.
Se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos:

JVTLenTitLP: 5" TGA GTC ACC CAC ACAAAGGA Y
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JVTLenTitRP: 5" CCA AGC TGG CCT AACTTCAG 3

La cuantificacion de material genético viral se realizé considerando el peso molecular de las
bases nitrogenadas y a partir de la curva patron se interpolaron los valores de las particulas

virales.

Generacion de células HaCaT-VPH11-E2, HaCaT-VPH16-E2 y HaCaT-Vac

Células HaCaT fueron transducidas con 1 MOI de lentivirus Lenti-VPH11-E2, Lenti-
VPH16-E2 0 Lenti-Vacy [6 ug] concentracion final de polybrene en medio DMEM 10% de
SFB. Las células se incuban 24 hrs a 37°C en 5% CO2. Pasado el tiempo de incubacion se
retira el medio, se lavan dos veces con PBS 1X y se agrega medio fresco a las células. La
selccion con puromicina inicia 48 hrs post-transfeccion y continua hasta que el control

(células HaCaT in transducir) muere completamente.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacién de los genes VPH11-E2, VPH16-E2, SOX2, NANOG, OCT4, B-
ACTINA se realiz6 un ensayo de amplificacion por PCR. Se prepararon reacciones de 25ul
con los siguientes componentes: dNTPs [100uM], MgSO4 [1.5mM], Buffer [1X],
oligonucleotidos especificos (5pM de cada uno), 1U de enzima DNA polimerasa Platinum

Pfx (Invitrogen), DNA molde (1ng/ul de reaccion) y H20 hasta un volumen final de 25pl.
RT-gPCR

RNA total de las células transducidas con lentivirus fue obtenido utilizando el reactivo Trizol
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la sintesis de cDNA se

utilizé 1 pg de RNA. Se incubaron el RNA'y 0.5ug de Oligo dT a 70°C durante cinco minutos
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y se agregaron a esta mezcla: dNTPs [1.5mM] de cada uno, Buffer M-MLV (5X), 25U de

RNAsin y 200U de la enzima transcriptasa Reversa M-MLV (PROMEGA). Se incubo la

reaccion a 42°C por 90 minutos, se dejo enfriar 5 minutos mas a 4°C y el 10% del volumen

total de la reaccion se utilizo para la qPCR; ésta ultima se realizé con utilizando el estuche

comercial ABSOLUTE gPCR SYBR Green Mix (Abgene) siguiendo las instrucciones del

fabricante. La evaluacion de los niveles de mRNA del gen constitutivo actina fue utilizado

para la normalizacion. La cuantificacion de los amplicones fue realizada por el método de

doble delta Ct (AACY).

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleotidos utilizados para PCR y RT-gPCR:

Nombre

VDCECoE216AA Fw

VDCBamE216AA Rv

E216AA Hinge Fw

E216AA Hinge Rv

VDCRTSOX2 Fw

VDCRTSOX2 RV

VDCRTNanog Fw

Secuencia

5> ATTCCGAATTCATGGAGACTCT 3’

5> TTCGGGATCCTCATATAGACAT 3’

5> TTGGGGATCCGTGTTTAGCAGCAACGAAGTAT 3°

5> ATCCGAATTCTCAGTTAATCCGTCCTTTGTGTGAGCT 3’

5’ TCAGGAGTTGTCAAGGCAGAG 3’

5" AGAGGCAAACTGGAATCAGGA 3°

5 GCAATGGTGTGACGCAGAAG 3°
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VDCRTNanog Rv

VDCRTOct4 Fw

VDCRTOct4 Rv

Actina Fw

Actina Rv

5" ATTGGAAGGTTCCCAGTCGG 3’

5 CTTCGCAAGCCCTCATTTCACC 3°

5" GGTCCGAGGATCAACCCAG 3’

5" GCGGGAAATCGTGCGTGACATT 3’

5" GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG 3’
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Tabla 2. Perfiles térmicos para la amplificacion de genes analizados

Desnaturalizacion Amplificacion m
I O A I e e R e
9 45~ 35

VPH11-E2 95 3f l 62 1 35 72 5 1
72 90~ 35
94 45" 35

VPH16-E2 95 3 1 63 1 35 72 5 il
72 90" 35
95 15~ 40

SOX2 95 10 1 63.7 307 40 72 5 1
72 307 40
95 157 40

NANOG 95 10° il 67 30" 40 72 5 il
72 30" 40
95 15~ 40

OCT4 95) 10’ il 65.5 30" 40 72 5 1
72 30" 40
95 15~ 40

ACTINA 95 10° il 62 307 40 72 5 il
72 307 40

Secuenciacion

El DNA plasmidico utilizado como molde para secuenciacion se purificd por el método de
fenol/cloroformo: alcohol isoamilico. Posteriormente se prepar6 cada reaccion de
secuenciacion utilizando el sistema BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems). Cada reaccion de secuenciacion consistio en 4 pl de BigDye® Premix,
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2 ul de Buffer de secuenciacion 5X, 2uL del oligonucledtido requerido [10pM], 500 ng del
DNA molde para la secuenciacion y el volumen de H20 necesario para llevar la reaccion a
20 pl totales. Las condiciones para la reaccion de secuenciacion fueron las siguientes: 1 ciclo
de desnaturalizacion durante 5 minutos a 96°C; 28 ciclos de amplificacion, cada uno de los
cuales comprendia un periodo de 35 segundos a 96°C, 25 segundos a 55°C y 4 minutos a
60°C; y finalmente 1 ciclo de extension durante 4 minutos a 60°C. Después de la
amplificacion, las muestras fueron purificadas con las columnas CENTRISEP Spin Columns
(Princeton Separations) y analizadas en secuenciador automético. La Tabla 1 muestra los

oligonucleotidos que se utilizaron para las reacciones de secuenciacion.

Deteccion de proteinas en fase solida

Se obtuvieron lisados totales de células HaCaT parentales (wild type) (HaCaTwt) y HaCaT-VPH16-
E2 utilizando buffer RIPA modificado (20 mM MOPS-NaOH pH 7.0, 150 mM NaCl, 1 % deoxicolato
de sodio, 1 % Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS) e inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland). Se separaron 50 ug de proteinas totales en un gel de poliacrilamida SDS 10%
(SDS-PAGE), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se detectaron las proteinas con
anticuerpos especificos anti-VPH16-E2, anti-citokeratina 14 (Santa Cruz Biotecnology Inc., CA,
USA), anti-citokeratina 10 (Abcam PLC, MA, USA), anti-involucrina (Abcam PLC, MA, USA), anti-
B-actina (donado generosamente por el Dr. Manuel Hernandez). Se utilizaron anticuerpos secundarios
acoplados a peroxidasa cabra anti-raton IgG (H+L) o cabra anti-conejo 1gG (H+L) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, PA, USA). La inmunodeteccion se realizé utilizando el estuche
comercial SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific, IL, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante y las proteinas se cuantificaron con el programa

computacional Image J (National Institutes of Health, MD, USA).

Identificacion de Poblacion Colateral por citometria de flujo
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Se lavaron las células con solucion salina D-PBS 1X, se tripsinizaron y se empastillaron por
centrifugacion a 500g durante 5 min, se aspiro el sobrenadante y se resuspendieron en 1mi
de D-PBS 1X. Se contaron las células en una cadmara de Neubauer y se prepararon tubos de
1X10° células resuspendidas en 1.5ml. Se incubaron todas las muestras a 37 °C, durante 15
min en obscuridad y a un tubo se afiadio 100 UM de verapamilo (control negativo). Pasado
el tiempo de incubacion se agregaron 10 pg/ml de reactivo Hoechst 33342 a todas las
muestras excepto a un tubo (control de células sin tefiir) y se incubaron en bafio maria a 37
°C por 90 min. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 500g por 5 min a 4 °C, se desech6
el sobrenadante y se resuspendid el boton celular en 1ml de PBS 1X en tubos de citometria.
El yoduro de propidio se agregé minutos antes de la lectura en el citometro en una
concentracion final de 2 pg/ml. Las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta el momento del

andlisis de citometria.
Identificacion de subpoblaciones celulares a6int-CD71 por citometria de flujo

Siguiéndo la metodologia descrita por Li A., 2005 [96], se lavaron las células HaCaT con
solucidn salina PBS 1X, se tripsinizaron y se centrifugaron a 500g durante 5 min, se retir6 el
sobrenadante y se resuspendieron en 1ml de PBS 1X. Se contaron las células en una cdmara
de Neubauer y se prepararon tubos de 1X10° células resuspendidas en 1.5 ml de PBS 1X. Se
centrifugaron a 500g durante 5 min, se desecho el sobrenadante y se resuspendieron en 100
pl de solucion de bloqueo (PBS 1X BSA 2%-SFB 2%), se incubaron 15 min a 4 °C.
Nuevamente se centrifugaron a 500 g, por 5 min a 4 °C. Se retir0 el sobrenadante y se
resuspendieron en 200 ul de solucién de marcaje (PBS 1X BSA 1%), donde se afiadieron los
anticuerpos de la siguiente manera: muestra 1. Sin anticuerpos (células control sin tefiir), 2.
PE-anti- a6integrina (2.0 pl), 3. PE-CY5-anti-CD71 (0.8 pl) y 4. PE-anti- a6integrina (2.0
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ul)/ PE-CY5-anti-CD71 (0.8 ul) Tincidn doble. Se incubaron 45 min en hielo protegidos de
la luz y se agitaron con delicadeza cada 15 min para evitar que se precipitaran las células.
Pasado el tiempo de incubacion las células se lavaron 2 veces en 1ml de PBS 1X con
centrifugacion a 500g por 5 min. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendieron en 500 ul de

PBS 1X en tubos de citometria y se almacenaron en hielo para su analisis en el FACS.
Ensayos de auto-renovacion

Utilizando la separacion de células por citometria de flujo se obtuvieron las subpoblaciones
de células HaCaTwt a6-integrin®/CD719™ y No-a6-integrin®/CD719™ y se sembraron en
cajas de 6 pozos con 4.5X10° células/pozo y se cultivaron bajo condiciones normales.
Después de 10 dias de cultivo, las células se analizaron por citometria de flujo bajo el fenotipo
a6-integrin®/CD719™ y  No-a6-integrin®/CD719™M se separaron nuevamente ambas
poblaciones y se sembraron en cajas de 6 pozos con 4.5X10° células/pozo. Se cultivaron en
condiciones normales durante 10 dias y se evalu6 la capacidad de auto-renovacion de cada

subpoblacion.
Formacion de colonias

Utilizando la separacion de células por citometria de flujo se obtuvieron las subpoblaciones
de células HaCaTwt a6-integrin®/CD71%™ y No-a6-integrin®!/CD71%M y se sembraron en
cajas de 6 pozos con 4.5X10° células/pozo y se cultivaron bajo condiciones normales.
Después de 7 dias de cultivo, las células se analizaron por su capacidad de formar holoclonas
0 paraclonas, se contaron y observaron en un microscopio invertido evaluando el porcentaje
de cada tipo de clona. Este ensayo se realiz6 durante dos rondas de enriquecimiento de cada

subpoblacion.
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Ensayos de Diferenciacion

Células HaCaTwt y HaCaT-VPH16-E2 se sembraron y cultivaron a 37 °C en atmdsfera
humidificada con 5% de CO2 durante 24 hrs. Los cultivos celulares se lavaron dos veces con
PBS 1X y se incubaron con medio D-MEM suplementado con cloruro de calcio (5 mM
CacCly) o &cido retindico (1 uM AR) (Sigma-Aldrich, MO, USA) durante 5 dias. Después del
tratamiento las células se cosecharon y se analizaron por citometria de flujo analizando el
fenotipo a6-integrina-CD71, para comparar el estado de diferenciacion entre HaCaTwt y
HaCaT-VPH16-E2; o bien las células se cosecharon y se prepararon lisados para el analisis

de los niveles de diferentes marcadores de diferenciacion.
Anadlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism® v6.0 (GraphPad Software). Los
resultados estan representados por al menos tres experimentos independientes. Se realizd
prueba de ANOVA para determinar la significancia estadistica entre dos grupos el cual esta

representado como p <0.05.
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RESULTADOS

1. Andlisis y determinacion del modelo de estudio

Como se menciono, la proteina E2 de los papillomavirus se expresa de manera temprana
durante la infeccion en las células cervicales, por lo que su expresion abarca desde las células
de la capa basal hasta células de la capa espinosa. De esta manera, fue importante seleccionar
el modelo de estudio més adecuado que permitiera el andlisis de la participacion de E2 en el

inicio de la infeccién del VPH.
I.  Queratinocitos progenitores HPEK.

El primer modelo celular que se probo fueron las células HPEK, que es una linea celular de
queratinocitos tempranos y que se ha utilizado para diversos estudios de proliferacion y
diferenciacion epidermal [97,98]. Se realizé la determinacion de potenciales células con
caracteristicas de troncalidad a través de la técnica descrita por Goodell de poblacion

colateral, la cual se muestra en la Fig. 8.
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Fig. 8 Ensayo de citometria de flujo para identificar la Poblacion Colateral (PC) en la linea celular HPEK. En
el panel de la izquierda corresponde a la tincion con Hoechst 33342. El panel de la derecha muestra el ensayo
control con en el que las células fueron tratadas con el inhibidor verapamilo. Todas las imégenes mostradas son
ensayos representativos de al menos tres experimentos independientes.

Aunque estos resultados permiten identificar una Poblacion Colateral en queratinocitos,
existen reportes que indican que las células de la poblacion colateral en estas células no tienen
las caracteristicas “stem-like” de queratinocitos que se obtienen mediante otras técnicas de
separacion [99]. Otro de los inconvenientes de utilizar estas células, es el limitado nimero
de pases para que mantengan caracteristicas de células progenitoras, lo que representa una
condicionante para ser un modelo de estudio que expresara de manera estable los genes de
interés de nuestro estudio durante un tiempo prolongado. Por estas razones decidimos
caracterizar otra linea celular y utilizar una estrategia alternativa de separacion de células

“stem-like”.

Il.  Linea celular inmortalizada de queratinocitos HaCaT.

La linea celular HaCaT es una linea celular inmortalizada de queratinocitos VPH- y que ha
sido ampliamente utilizada para simular tejidos epiteliales [100,101]. Para determinar en esta

linea celular la existencia de una subpoblacion con caracteristicas de troncalidad, decidimos
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utilizar la técnica de Schluter H, et al. [92] identificando los receptores de membrana a6-

integrina y el receptor de transferrina CD71.
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Fig. 9 Caracterizacion de la linea celular HaCaT con los marcadores anti-a6-integrina y anti-CD71. Las
imagenes mostradas son ensayos representativos de al menos tres experimentos independientes.

Como podemos observar la linea celular HaCaT presenta tres subpoblaciones celulares
semejantes a las detectadas en queratinocitos progenitores: a6-integrin®™ (8.16 + 0.52 %)
que corresponde a “células diferenciadas tempranas”, a6-integrin®/CD71°" (87.27 + 1.21 %)
que corresponde a “células transitoriamente amplificadas” y a6-integrin®/CD719™ que es la
poblacion menos abundante (1.16 £ 0.08 %) y que aparentemente corresponderia a “células

progenitoras”.

2. Caracterizacion de las subpoblaciones a6int-CD71

Una vez elegido a las células HaCaT como el modelo de estudio y la estrategia experimental
de inmunotincion de a6-integrin-CD71 para separar las subpoblaciones celulares, se eligieron

tres metodologias para caracterizarlas.

42



l. Ensayo de auto-renovacion.

Este ensayo permite identificar células que son capaces de dividirse simétrica y
asimétricamente para auto-renovar una poblacion con las mismas caracteristicas de la
celula madre y para reconstituir el fenotipo de su linaje celular. Es una técnica de
citometria donde se separan las células y se crecen bajo las mismas condiciones de las
células parentales y después de varios dias se analiza nuevamente el perfil poblacional

[85,102,103].

Para asegurarnos de realizar una correcta separacion celular realizamos un primer ensayo
de pureza para determinar que las células que se obtienen a través de esta estrategia tienen
las caracteristicas que buscamos. Cuando la prueba arroj6 un porcentaje de pureza mayor
del 95%, continuamos la separacion de las subpoblaciones. El siguiente esquema muestra

el proceso del analisis de pureza.
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Fig. 10. Estrategia para determinar la pureza de las subpoblaciones celulares mediante citometria de flujo
y el enriquecimiento de la poblacion a6-integrin®/CD71%™ tras dos rondas de separacion.

Como se observa en la Fig. 11, después de dos rondas de separacion de la subpoblacion
a6-integrin®/CD719™ son capaces de restaurar el fenotipo original e incrementar la
poblacion del 1.16 £ 0.08 % al 3.9 + 0.33 %, contrario a lo que sucede con la combinacion
de las subpoblaciones a6-integrin®/CD71”" + a6-integrin®™ que a partir de ahora
llamaremos No- a6-integrin®/CD719™; estas células tras cada ronda de separacion
reconstituyen el fenotipo de célula transitoriamente amplificadas y diferenciadas pero son
incapaces de restaurar las células progenitoras. Esto quiere decir que las células a6-
integrin®/CD71%™ presentan la habilidad de autorenovacion caracteristico de células

progenitoras [92].
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Fig. 11. Ensayo de auto-renovacion en la linea celular HaCaT. a) Ensayo de citometria de flujo. En la parte
superior se muestra el enriquecimiento de la poblacion a6-integrin®/CD719™, En el panel inferior la
separacion de la poblacion No- a6-integrin®/CD71%™ y como esta no es capaz de enriquecer la

subpoblacion a6-integrin®/CD71%M, b) Analisis estadistico del ensayo de auto-renovacion tras dos rondas
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de separacion. Todas las imagenes mostradas son ensayos representativos de al menos tres experimentos

independientes.

1. Ensayo de formacion clonal.

El objetivo de este ensayo es analizar la capacidad de una célula de dividirse simétrica o
asimétricamente y formar clonas [104]. Existen tres tipos de clonas: las holoclonas, que
se forman a partir de una célula progenitora con caracteristicas de troncalidad que se
divide simétricamente formando células de didmetro méas pequefio, con divisiones lentas
en comparacion con la formacion de otras clonas y como resultado son clonas pequefias;
la meroclonas, que se forman por la division sucesiva de una célula comprometida a la
diferenciacion y que tienen rondas de division simétrica y rondas de division asimetrica,
dando como resultado clonas con células pequefias y redondeadas y en la periferia células
ligeramente alargadas; y las paraclonas que se forman por la division de una célula
diferenciada temprana, estas clonas son alargadas y no tienen una forma bien definida
ademas la tasa de division es méas acelerada que las holoclonas [105]. Para realizar este
ensayo separamos 50,000 células de cada subpoblacion, a6-integrin®/CD71%My las No-
a6-integrin®/CD719™ en placas de 6 pozos y se mantuvieron en condiciones estandar
de cultivo durante 10 dias; pasado este tiempo se contaron y analizaron segln su

morfologia en holoclonas y paraclonas.
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Fig. 12 Ensayo de formacion clonal. a) Micrografias de las clonas formadas de la separacion de la
subpoblacion a6-integrin®/CD71%™, b) Analisis estadistico del nimero de holoclonas y paraclonas que
forman las células a6-integrin®/CD719™,

La Fig. 12 muestra que las células HaCaT a6-integrin®/CD71%™ son capaces de formar
clonas con las caracteristicas antes mencionadas al igual que lo reportado en cultivos
primarios de queratinocitos [105]. Las células a6-integrin®/CD71%™ tienen la capacidad
de formar un mayor namero de holoclonas en ambos enriquecimientos en comparacion
con la formacion de paraclonas (62 = 2 vs. 38 + 3.5y 68 £ 5.5 vs. 32 + 3.5) y como se
esperaba las células No-a6-integrin®/CD71%™ solo son capaces de formar paraclonas (2

vs. 98 + 1 and 0 vs 100).
I1l.  Anélisis de la expresion de marcadores de troncalidad.

Es bien sabido que las células con caracteristicas de troncalidad, independientemente de
si se trata de células normales o cancerosas, expresan factores transcripcionales distintos
a células comprometidas a la diferenciacion; entre ellos SOX2, NANOG y OCT4 [106-
108]; por esta razén decidimos analizar la expresion de estos genes a nivel de mRNA. Se

separaron por citometria de flujo las subpoblaciones a6-integrin®/CD719™ y No-a6-
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integrin®/CD71%™ y se extrajo RNA total, realizandose una RT-qPCR para los tres

marcadores los cuales fueron normalizados contra actina.
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Fig. 13 Expresion de marcadores de troncalidad SOX2, OCT4, NANOG. a) Expresion de marcadores de

troncalidad en las diferentes subpoblaciones celulares en ensayo por RT-PCR. b) Expresion de marcadores

de troncalidad en las diferentes subpoblaciones celulares en ensayo por RT-gPCR.

Como se esperaba, las células a6-integrin®/CD719™ asi como la poblacién celular total

expresan los tres marcadores de troncalidad, mientras que en las células No-06-

integrin®/CD71%™ su expresion esta ausente.

El analisis de estos tres ensayos nos dieron la certeza de que las células a6-integrin®/CD719™

tienen caracteristicas de células progenitoras y que en conjunto con la subpoblaciones a.6-

integrin®/CD71""y a6-integrin®™ son un buen modelo para estudiar la participacion de las

proteinas VPH16-E2 y VPH11-E2 en la diferenciacion celular.

3. Generacion, propagacion, purificacion y titulacion de lentivirus de tercera

generacion.
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I.  Disefio de pldsmidos de expresion

Utilizando como molde el plasmido pSin-EF2-Sox2-Pur (Addgene, MA, USA), se elimind
el marco de lectura del gen SOX2 mediante restriccion con las enzimas EcoR1 y BamHI y se
clono el ORF de VPH16-E2AA o VPH11-E2, para generar los plasmidos pSin-EF2-E216-
Pur y pSin-EF2-E211-Pur. Se elaboré un tercer plasmido que no contenia gen de expresion

y que fue ligado con las mismas enzimas EcoRI y BamHI denominado pSin-EF2-VAC-Pur.

Clonacion pSin-E2VPH16-pur Clonacion pSin-E2VPH11-pur

1 2 3 4 1 2 3 4

1. Marcador 1kb
2. Control neg
3.Col7

/70

I pSin ~EF1a-E2-pur

1. Marcador 1kb
2.Col 1
3. pcDNA3-E211

4. pcDNA3-E216AA : : 4. Control neg

4950 !

» s

Clonacion pSin-Vac-pur

1 28 & @4 5

1. Marcador 1kb

2. Clona 1 EcoRI-BamHI
3. Clona 3 sin Restringir

4. Clona I sin Restringir

5. Clona 3 EcoRI-BamHI

pSin —EF1a-pur

8496 bp

eat
Spel

Fig. 14 Clonacion de genes de expresion VPH16-E2 y VPH11-E2 en plasmidos pSin-pur asi como el plasmido

pSin-pur religado como control vacio.
Transduccidn y expresion de los genes VPH16-E2 y VPH11-E2

Para determinar el momento méas temprano en la expresion de los genes virales VPH16-E2 y

VPH11-E2 se realizé una cinética de evaluacion de sus niveles de mRNA cada 24 hrs durante
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10 dias. Las células HaCaT se infectaron en todos los casos con 1 MOl y fueron seleccionadas
con 0.25 g/mL de puromicina. Se compararon con células HaCaT sin infectar las cuales para
el dia 5 habian muerto en su totalidad. Cada 24 hrs se realiz0 la extraccion de RNA de células
transducidas con los lentivirus VPH16-E2, VPH11-E2 y lentivirus VAC. En ambos casos se

detecto la expresion desde el tercer dia.

Es importante mencionar que durante el periodo de infeccion notamos que la morfologia de
las células transducidas con el lentivirus VPH16-E2 se modifico, presentando un
alargamiento celular semejante al descrito para células epiteliales diferenciadas (Fig. 15
panel a). Ademas del analisis del nivel de mMRNA se realizd la deteccion de proteinas en fase
solida para comprobar Unicamente la presencia de la proteina VPH16-E2 (Fig. 15 panel ¢),

ya que en el mercado no existen anticuerpos comerciales para VPH11-E2.

HaCaTwt sin infectar HaCaTwt infectadas

Lenti-Vac

VPH11-E2
Lenti-VPH16-E2

Actina

Lenti-VPH11-E2
VPH16-E2

Actina




Fig. 15 Expresion de VPH16-E2 y VPH11-E2 en células HaCaT. a) Microfotografias de células HaCaT
transducidas con lentivirus Lenti-Vac, Lenti-VPH16-E2 y Lenti-VPH11-E2 seleccionadas con puromicina
durante 5 dias. b) RT-PCR en punto final de células HaCaT-VPH16-E2 y HaCaT-VPH11-E2. c) Deteccion en
fase solida de la expresion de la proteina VPH16-E2 en células HaCaT-VPH16-E2.

5. Evaluacién de la abundancia relativa de las poblaciones a6int/CD71 en la linea

celular HaCaT durante la expresion de las proteinas VPH16-E2 y VPH11-E2

Para determinar la participacién de las proteinas VPH16-E2 y VPH11-E2 en las
subpoblaciones a6int-CD71 se transdujeron células HaCaT con 1 MOI de lentivirus que
expresaban los genes E211, E216 y lentivirus Vac como control. Se seleccionaron durante 5
dias con puromicina y las células resistentes HaCaT-VPH16-E2, HaCaT-VPH11-E2,
HaCaT-Vac y HaCaT-wt se tripsinizaron y se tifieron con los anticuerpos anti-a6int y anti-

CD71 para analizar por citometria de flujo la abundancia relativa de las subpoblaciones.
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Fig. 16. Evaluacion de la abundancia relativa de las subpoblaciones a6int/CD71 en la linea celular

HaCaT durante la expresion de las proteinas VPH16-E2 y VPH11-E2. Las imagenes mostradas son

ensayos representativos de al menos tres experimentos independientes.
Como se observa en la Fig. 16 la transduccion con el lentivirus vacio no produce ningun
cambio en la abundancia relativa de las subpoblaciones celulares; mientras que en el caso de
las células VPH11-E2 se observa un pequefio incremento en la poblacion a6int®'/CD71" de
(87.27 +1.21 a 89.21 +0.98), mientras que en el caso de las células HaCaT VPH16-E2
observamos un fuerte incremento en la poblacion a-6intY™ semejante a un proceso de
diferenciacion (8.16+0.52 vs. 54+1.34%), seguido de una disminucién de la poblacion
06int®/CD71° que va del (87.27+1.21% vs. 45+1.3%) y finalmente una clara disminucion
de la poblacion a6int"/CD71%™ de (1.16+0.08 vs. 0.55+0.06%) que equivale
aproximadamente al 50%. Estos eventos sugieren que las proteinas E2 de los papilomavirus

de alto y bajo riesgo afectan de diferente manera los procesos de proliferacion y
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diferenciacion celular, sugiriendo que la proteina VPH16-E2 es un mayor inductor de la

diferenciacion en comparacion con VPH11-E2.

Debido al decremento de alrededor del 50% en la subpoblacion a6int®"/CD71%™ se decidid

realizar un analisis de los marcadores de troncalidad en presencia de las proteinas virales.

6. Expresion de marcadores de troncalidad en presencia de las proteinas virales

VPH16-E2 y VPH11-E2.

Nuevamente se realizd la transduccién lentiviral por cinco dias, seleccionando con
puromicina y pasado este tiempo las células HaCaT-VPH16-E2, HaCaT-VPH11-E2 y
HaCaT-Vac (HaCaT-wt como control) se tripsinizaron y se tifieron con los anticuerpos anti-
abint y anti-CD71 para separar por citometria de flujo las subpoblaciones celulares
06int®/CD719M y una mezcla de las subpoblaciones 06int®/CD71" y o6intY™ a la cual
llamamos No- a6int”"/CD71%™. Se extrajo RNA tanto de la poblacion celular total como de
las subpoblaciones y se analiz6 la expresion por RT-gPCR de los marcadores SOX2, NANOG

y OCT4 que son factores transcripcionales presentes en células con caracteristicas de

troncalidad.
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Figura. 17a Anélisis de expresion genica por RT-gPCR de SOX2, NANOG y OCT4 en células HaCaT-wt,

HaCaT-Vac, HaCaT-VPH11-E2 y HaCaT-VPH16-E2 en poblacion total y después de la separacién por
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citometria de flujo de las subpoblaciones a6-integrin®/CD71%™ y No-a6-integrin®!/CD71%™, Los valores se
representan como las diferencias de los valores de doble Delta-Ct (AACt) con respecto a las células no infectadas
y la expresion del gen constitutivo ACTINA. Las barras representan la media = SD (P<0.05). Las imagenes
mostradas son ensayos representativos de al menos tres experimentos independientes.

La Fig. 17 muestra la expresion de los marcadores de troncalidad en las diferentes
subpoblaciones celulares. Como se esperaba, ninguna de las subpoblaciones No-
06int®/CD719M |os expresan, ya que son células en proceso de diferenciacion. Por otra parte
en las células totales se detectan niveles muy bajos del mMRNA tanto de SOX2 como de OCT4,
mientras que las subpoblaciones a6int”/CD71%™ presentaron una expresion diferencial
dependiendo de la proteina viral que era expresada. Para el caso de las células HaCaT-
VPH11-E2 06int®/CD719™ practicamente se abate la expresion de SOX2 y NANOG vy la
expresion de OCT4 no se mantuvo constante. Sin embargo en el caso de las células HaCaT-
VPH16-E2 06int®/CD719™ se obtuvo un perfil con diferencias estadisticamente
significativas en donde aumenta la expresion de SOX2 (5 veces) y NANOG (10 veces) y casi
desaparece la expresion de OCT4; estos resultados fueron completamente opuestos a lo
observado en células HaCaT-VPH11-E2. Estos resultados nuevamente sugieren que las
interacciones de las proteinas virales con proteinas celulares son muy distintas entre proteinas
de virus de alto y bajo riesgo. Todos estos cambios en la expresion de los marcadores de
troncalidad inducidos por VPH16-E2 indican que esta proteina viral podria estar regulando
el destino celular manteniendo a las células en un “estado progenitor” y evitar su salida hacia

la diferenciacion temprana.
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7. Ensayo de diferenciacién de células HaCaT con CaCl..

Resultado de las observaciones anteriores donde encontramos que la proteina E2del VPH16
aparentemente acelera el proceso de diferenciacion, decidimos establecer un modelo de
referencia y seguir comparando los efectos de las proteinas E2 de los virus de alto y bajo
riesgo en las subpoblaciones celulares. Por lo tanto realizamos un ensayo de diferenciacion
con CacClz, que es un inductor bien estudiado [109-111]. Se sembraron células HaCaT vy se
cultivaron en medio suplementado con 5mM de CaCl: realizandose una cinética de tiempo
durante 5 dias. Se cosecharon células cada 48 hrs y se analizaron los perfiles de abundancia
relativa en las subpoblaciones celulares a6int-CD71. Las células HaCaT al recibir el estimulo
continuo con CaCl2 van modificando la abundancia relativa de las subpoblaciones, ya que
tras tres dias de tratamiento la subpoblacion o6int®/CD71°" sufri un incremento del 5% en
comparacion a las células HaCaT sin estimulo, mientras que para el dia 5 la subpoblacién
més abundante fue la a6intY™ que representa células en proceso de diferenciacion (8.16+0.52
vs 30.01 +0.66 %), mientras que la subpoblacion de células progenitoras o6int®-CD719™
disminuy6 en un 55% (Fig. 18). Estos valores son semejantes a los observados en células

HaCaT-VPH16-E2.
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Fig. 18 Cinética de diferenciacion con CaCl, en células HaCaT. Anélisis de las sub poblaciones a6int/CD71 en
células HaCaTwt estimuladas con 5mM de CaCl; a diferentes tiempos. Las imagenes mostradas son ensayos
representativos de al menos tres experimentos independientes.

De igual forma la morfologia de las células se modifico en las células HaCaT con CaClz en
comparacion con células HaCaT sin tratamiento, ya que se pudo observar el alargamiento de
las células tratadas con calcio, que se vuelve mas evidente conforme transcurren los dias (Fig.

19); este fendmeno también lo observamos en las células HaCaT-VPH16-E2.
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Fig. 19 Microfotografias de células HaCaT estimuladas con 5mM de CaCl..

Para confirmar el proceso de diferenciacion de células HaCaT tratadas con CaCl: realizamos
un ensayo de deteccidn de fase solida de involucrina, que es una proteina caracteristicas de
células epiteliales del estrato espinoso [35]. En la figura 20 se muestra la expresion de esta
proteina en la forma completa en las células HaCaT con y sin tratamiento, pero muy
importantemente de sus formas precursoras, Unicamente en las células HaCaT que fueron

estimuladas por 3y 5 dias con 5mM de CaClz.

56



Forma completa é

Formas precursoras{

—— 140 kDa

——72kDa

——68 kDa

Actina e ——42kDa

Expresion de Involucrina forma completa Expresion de Involucrina forma precursora
26 15;

10

Veces de expresion
Veces de expresion

IS S A

Induccion con CaCl? Induccién con CaCl?

Fig. 20 a) Deteccidén en fase sélida de involucrina en células HaCaTwt estimuladas con 5mM de CaCl,. b)
Gréficas de barras del analisis densitométrico de la forma completa de la involucrina (izq.) y sus formas
precursoras (der.).

8. Efecto de VPH16-E2 en las subpoblaciones celulares a6int-CD71 en presencia de

cloruro de calcio (CaCly) y &cido retinoico (AR).

Es bien sabido que existen otros tipos de inductores de la diferenciacién de epitelios, ademas
del CaClz, como el &cido retinoico (AR) [112-114]. Por esta razon decidimos comparar el
efecto de ambos inductores, contra el observado tras la expresion de VPH16-E2. En primer
lugar analizamos la abundancia relativa de dos proteinas marcadores que nos permitirian
evaluar el proceso de diferenciacién temprana, la citoqueratina 10 (CK10) que es una
proteina que se expresa de novo en células diferenciadas [35,90] y la citoqueratina 14 (CK14)
que esté presente en todas las células de la capa basal del epitelio [35]. Observamos que en
celulas HaCaT-VPH16-E2 existe una considerable disminucidon en los niveles de CK14 y un

incremento de mas 100% en CK10 comparado con HaCaT-wt (Fig. 21, panel a). Esto
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claramente demuestra que la proteina VPH16-E2 promueve la diferenciacion temprana en
células HaCaT. Ademés las células tratadas con CaClz o con AR tienen una disminucion
tanto de CK10 como de CK14, la disminucion mas evidente es causada por el AR ya que se
observa una reduccion del 80% en CK14 y 100% de CK10; mientras que los tratamientos
con CaCl2 provocan una reduccion del 10% y del 60% respectivamente (Fig. 21 panel a).
Estos resultados indican que ambos tratamientos inducen un proceso de diferenciacion
mucho mas acelerado y probablemente por vias distintas que VPH16-E2, ya que los bajos
niveles de CK10 y CK14 en células tratadas sugieren un paso mas avanzado en el proceso de

diferenciacion, el cual ya ha sido reportado anteriormente [111,113].

Teniendo en mente los efectos del CaClz y de VPH16-E2 en las subpoblaciones celulares
abint-CD71 fue de nuestro interés compararlos con los efectos provocados por el AR.
Analizamos por citometria de flujo la abundancia relativa de las subpoblaciones celulares
a6int-CD71 en células tratadas por cinco dias con 5mM de CaClz, 1uM de AR vy células

HaCaT-VPH16-E2.

Observamos que tanto el CaCl2 como el AR inducen cambios significativos en el perfil de
expresion de las subpoblaciones celulares a6-integrin-CD71 de células HaCaT; sin embargo
existen claras diferencias entre ambos tratamientos, lo que sugiere que aungque ambos agentes
son inductores de la diferenciacion, estos no son equivalentes. La principal diferencia
observada fue que el CaClz indujo un considerable incremento en la poblacién de células
diferenciadas tempranas (a6-integrin®™) (32.51 + 1.15 %) (Fig. 21, panel d), mientras que el
enriquecimiento de esta poblacion en presencia de AR es inclusive mayor (66.64 + 1.5 %)

(Fig. 21, panel f).
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Considerando que las células pueden recibir estimulos de manera natural para diferenciarse
independientemente de la presencia de VPH16-E2, tratamos celulas HaCaT-VPH16-E2 con
CaClz o bien con AR por cinco dias para evaluar los perfiles de expresion de a6-integrina-
CD71 por citometria de flujo. Encontramos que los perfiles de expresion son diferentes para
cada inductor usado, ya que en HaCaT-VPH16-E2 tratadas con CaClz, se induce un
considerable incremento en la abundancia relativa de la subpoblacién a6-integrin®!/CD719™m
(0.55 + 0.06 % vs. 1.38 + 0.3 %) (Fig. 21, paneles c y €) [R6]), con valores incluso méas
elevados que los presentes en células HaCaT-wt sin ningln tratamiento (1.16 + 0.08 %) (Fig.
21, panel b). Ademaés este tratamiento también induce en estas células un incremento en la
abundancia relativa de la subpoblacién a6-integrin®/CD71°" considerada como la
subpoblacion de células transitoriamente amplificadas (45 + 1.3 % vs. 68.76 + 1.12 %), lo
que sugiere que el tratamiento con CaClz y la presencia de VPH16-E2 no restringen a la
célula inicamente a la diferenciacion temprana, sino que también las mantiene en un proceso

de proliferacion activa (Fig. 21, paneles c y e [R7]).

Por otra parte el tratamiento con AR en células HaCaT-VPH16-E2 produjo un efecto mucho
méas marcado en el estado de diferenciacion que el observado en HaCaT-wt, ya que la
subpoblacion a6-integrind™ en células HaCaT-VPH16-E2 presentd un incremento de (66.64
+ 1.5 % vs 75.84 £ 1.02 %) (Fig. 21, paneles fy g [R8]). De la misma manera que con el
CaClz, el AR en presencia de E216 increment6d visiblemente la subpoblacion a6-
integrin®/CD71%™ en comparacion con células no tratadas HaCaT-VPH16-E2 (0.55 + 0.06

% vs 0.98 £ 0.39 %) (Fig. 21, paneles c y g [R6]).
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Fig. 21 La proteina VPH16-E2 promueve diferenciacion en células HaCaT de una manera similar a inductores

de diferenciacion epiteliales. a) Deteccion en fase sdlida de la expresion de citoqueratinas 10 y 14 en células

HaCaTwt no estimuladas, HaCaT estimuladas durante 5 dias con 5 mM de CaCl, o 1 pM de AR y células

HaCaT-VPH16-E2 . Los valores numéricos debajo de cada linea son los resultados cuantitativos expresados

como la proporcion de las células HaCaTwt no estimuladas y normalizadas contra fB-actina. Analisis de

citometria de flujo. Paneles izquierdos (b, d y f), células HaCaTwt; paneles derechos (c, e y g), células HaCaT-

VPH16-E2. by c, células no estimuladas; d y e, estimuladas con CaCly; fy g, estimuladas con AR. Las imagenes

mostradas son ensayos representativos de al menos tres experimentos independientes.
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DISCUSION

La proteina E2 del VPH ha sido ampliamente estudiada debido a sus multiples efectos sobre
la regulacion del ciclo viral, y se ha demostrado que participa tanto en la replicacion del
genoma del virus como en la regulacion de la expresién de los oncogenes E6 y E7 mediante
su union al promotor, funcionando como un activador y/o represor de la transcripcion [115-

117].

Esta funcion como factor transcripcional también tiene un impacto sobre los genes de la
célula huésped y en multiples estudios realizados en lineas celulares inmortalizadas y
transformadas o que provienen de biopsias de CaCU [66,116,118-120], se ha demostrado que
esta regulacion de la transcripcion de genes celulares tiene efectos directos sobre distintos

procesos como proliferacion, diferenciacion y aun muerte celular.

Sin embargo, la infeccién de VPH en la capa basal del epitelio cervical puede suceder en
cualquier subtipo celular que la integra y por ello la expresion de la proteina E2 podria tener
efectos particulares en cada uno de ellos. Un numero limitado de células en esta capa del
epitelio, posee caracteristicas de células progenitoras y para establecerlas como “modelo” de

estudio es necesario lograr su separacion y enriquecimiento.

Diferentes estrategias han permitido lograr la separacion de esta subpoblacion tanto de
cultivos primarios como de lineas celulares transformadas, ya sea mediante la identificacion
de diferentes receptores de membrana, como desmogleina-3, integrinas a6, 31, el receptor de
Transferrina (CD71) [92], o bien por la presencia de la molécula p63 en el nucleo, 0 mas aln
por las caracteristicas propias de su metabolismo, como la sobre-expresion de la enzima
Aldehido deshidrogenasa (ALDH), o de las bombas ABCG [84-87].
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La linea celular HaCaT que deriva de queratinocitos inmortalizados espontaneamente y
carece de genomas de HPV, ha sido ampliamente utilizada para simular tejidos epiteliales
[100,101]. Utilizando la técnica descrita por Schluter, H y col. [92] en este trabajo
demostramos que en esta linea celular, al igual que lo que sucede en cultivos primarios de
queratinocitos, existen tres subpoblaciones celulares, basados en la identificacion y marcaje
simultaneo de dos receptores de membrana a6-integrina y CD71. Estas subpoblaciones
corresponden a: células en proceso de diferenciacion (8.16 + 0.52 %) (a6-int®™), células
transitoriamente amplificadas (87.27 + 1.21 %) (a6-int”!/ CD71"") y células progenitoras (1.16

+0.08 %) (a6-int®/ CD719™) (Fig. 9).

Para demostrar que la subpoblacion de células a6-int°" / CD71°" corresponde a células
progenitoras epiteliales y presentan caracteristicas de “troncalidad”, evaluamos sus
propiedades utilizando tres parametros; primero, realizamos un analisis de auto-renovacién
mediante las separacion de las subpoblaciones por citometria de flujo y su resiembra en
condiciones normales de cultivo. Este tipo de andlisis se ha utilizado en numerosos trabajos
para identificar tanto células troncales normales como cancerosas [85,102,121], observando
en todos los casos que la subpoblacion “troncal” es capaz de restablecer el fenotipo inicial
con tres subpoblaciones y ademés incrementar el nimero de células “troncales” tras cada

evento de separacion.

Por ejemplo en nuestro grupo de trabajo se demostré que las lineas celulares cancerosas
contienen un numero elevado de células con caracteristicas de troncalidad en comparacion
con cultivos primarios o lineas celulares inmortalizadas, y que tras cada evento de separacion
esta poblacion se incrementa exponencialmente [85].Cuando comparamos este antecedente

con lo encontrado en la linea celular HaCaT, observamos que la subpoblacion a-6int™"/
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CD71%™ se encuentra en bajo porcentaje (1.16 + 0.08 %) y que aunque son capaces de
incrementar su poblacion del 1% al 3.8% tras dos eventos de separacion y resiembra (Fig.
11), este crecimiento no es exponencial como sucede en el caso de células troncales
cancerosas.Por otra parte y como era de esperarse las subpoblaciones no-a6-int®/ CD719™
no fueron capaces de restablecer el fenotipo inicial de la linea celular ni de generar una

subpoblacion a6-int®/ CD719™,

Nuestro segundo criterio de evaluacion de “troncalidad” fue el ensayo de formacion clonal
(Fig. 12); el cual demostré que las células a6-int°"/ CD719M de células HaCaT-wt son
capaces de formar tres tipos de clonas muy parecidas a las que forman cultivos primarios de
queratinocitos [122], con caracteristicas morfoldgicas distintivas que corresponden a
holoclonas en un alto porcentaje en comparacién con meroclonas y paraclonas. Cuando
analizamos la capacidad de formacion de clonas de la subpoblaciones No-a6-int®/ CD719™,
estas fueron incapaces de formar holoclonas generando Gnicamente meroclonas y paraclonas
gue ademas mostraban una tasa de proliferacion muy alta si se compara con aquella

observada en las paraclonas y meroclonas formadas por las células a6-int®/ CD719™,

Adicionalmente observamos que las dimensiones de las holoclonas generadas por las células
a6-int”/ CD719™ asi como el tamafio de las células que las conformaban, fueron mucho mas
pequerias que lo observado en las meroclonas y paraclonas formadas tanto en los cultivos de
células HaCaT a6-int”/ CD719™ como No-a6-int®/ CD71%™ Esta caracteristica esta
relacionada con la capacidad proliferativa de las células, y nuestra observacion coincide con
trabajos anteriores en donde se demuestra que las células con caracteristicas de troncalidad
en epitelios tienen una tasa de division celular mucho mas lenta que aquellas que son

transitoriamente amplificadas [105,123].
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Por altimo analizamos en las diferentes subpoblaciones de la linea celular HaCaT mediante
RT-PCR la expresion de los factores de transcripcion SOX2, NANOG y OCT4, que son
considerados marcadores de troncalidad y cuya expresion ha sido reportada para células
progenitoras de queratinocitos normales [106,108] (Fig. 13). La presencia de mRNA de estos
factores Unicamente en la subpoblacion a6-int”'/ CD719™ explica en buena parte su
capacidad de auto-renovacion y de formacion mayoritariamente de holoclonas. En apoyo a
nuestros resultados, recientemente se reportdé que en la linea celular HaCaT creciendo en
monocapa, es posible observar mediante inmunodeteccion la presencia de las proteinas OCT4
y NANOG, a pesar de que en las condiciones particulares de cultivo y a diferencia de las
células troncales cancerosas evaluadas, estas células no fueron capaces de formar esferoides

[86].

Tomando en conjunto, estos resultados nos confirman que la subpoblacion celular a6-int™"/
CD719™ de aproximadamente 1% en la linea celular HaCaT se encuentra enriquecida en

células progenitoras.

A pesar de que se trata de una linea celular inmortalizada, la linea celular HaCaT posee
caracteristicas particulares que la hacen muy atractiva para utilizarla como sistema bioldgico,
como son su capacidad de responder a una variedad de estimulos de diferenciacion como el
CaClz, el &cido retinoico, y el propio contacto célula-célula [124-126], y ahora la
demostracion de que posee una subpoblacion (en bajo porcentaje, pero constante) que
expresa marcadores de troncalidad y que tiene una capacidad de auto-renovacion similar a la
observada en células troncales epiteliales normales, lo que muy probablemente permite el

mantenimiento de la linea celular a través del tiempo.
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Estas caracteristicas sumadas a la ausencia de genomas de VPH en ella, hacen de esta linea
celular un modelo muy apropiado para estudiar los efectos de la expresion de los genes virales
sobre las tres principales poblaciones celulares que conforman la capa basal del epitelio y

que pueden ser un blanco de la infeccion por HPV.

Haciendo uso del sistema lentiviral de tercera generacion establecimos un modelo celular
capaz de expresar las proteinas virales VPH16-E2 y VPH11-E2 en las tres subpoblaciones
celulares y demostramos que aunque estructuralmente las proteinas E2 de papilomavirus de

alto y bajo riesgo son muy similares sus funciones en la célula huésped son muy diferentes.

Observamos que la expresion de la proteina VPH16-E2 en celulas HaCaT genera un cambio
significativo en las proporciones de las tres subpoblaciones celulares a partir del quinto dia
y que esta modificacidn favorece el proceso de diferenciacion temprana, ya que la abundancia
relativa de las células a6-int®"/ CD71%™ (progenitores) disminuye importantemente, mientras
que la poblacion de células comprometidas a diferenciacion a6-int®™ incrementa (Fig. 17).
Estos resultados corroboran y complementan lo observado por Burns y colaboradores,
quienes reportaron la expresion de marcadores de diferenciacion temprana en presencia de
E2-VPH16 en células HaCaT totales [119]. En este mismo sentido, reportes previos de
nuestro grupo de trabajo en células C-33A, indican que la presencia de E2-VPH16 modifica
los perfiles de expresion génica afectando importantemente las vias de sefializacion de las
integrinas, WNT/B-catenina, RhoA y Notch [118], todas ellas responsables de respuestas de
proliferacion y diferenciacion celular. Sin embargo, la proteina VPH11-E2 no fue capaz de
iniciar un proceso de diferenciacién en estas condiciones (Fig. 17). Bajo este escenario
existen dos posibilidades: a) que las proteinas E2 de bajo riesgo no inducen procesos de

diferenciacion en la célula huésped o b) que requieren de tiempos mas prolongados de
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expresion para lograrlo, ya que observamos un ligero incremento en la abundancia relativa
de la subpoblacion a6-int®/ CD71°" (87.27+1.21% Vs 89.21+0.98%), lo que podria significar
que la proteina VPH11-E2 favorece un proceso de diferenciacion mas lento y que lo que

observamos en nuestro estudio fue el paso del estado progenitor al de proliferacion activa.

Considerando las implicaciones que estos cambios en las proporciones de las subpoblaciones
pudieran tener, analizamos el efecto de la expresion de E2 sobre los niveles del RNAm de
los marcadores de troncalidad en cada una de ellas. Como observamos en la figura 18, la
abundancia relativa del RNAm de este grupo de genes se encuentra alterado cuando la
proteina VPH11-E2 se expresa, los tres marcadores disminuyen drasticamente, mientras que
con VPH16-E2 este efecto no es homogéneo, ya que mientras para el caso de SOX 2 y

NANOG hay un aumento evidente en su expresion, sucede lo contrario para el caso de OCT4.

Algunas de las proteinas que se ha demostrado interactian con la proteina VPH-E2, como
CBP/p300, SP1, TAF1y BRD4 [77,127-130], son factores transcripcionales que participan
de manera importante en la regulacion de genes cruciales en las vias de proliferacion y
diferenciacion celular. Recientemente, también se ha reportado la participacion de algunos
de estos factores transcripcionales en la regulacién de la expresion de los genes SOX2,
NANOG y OCT4; por ejemplo se sabe que SP1 se une directamente al promotor de OCT4 y
favorece su transcripcion [131]. De esta forma, la interaccion de la proteina E2 con SP1
podria impedir su union a promotores génicos, el de OCT4 entre ellos, lo que explicaria el
bajo nivel de expresion que observamos en nuestros ensayos. Por otra parte se sabe que E2
es capaz de estabilizar la unién de BRD4 a promotores celulares [132] lo cual explicaria la
sobre-expresion de NANOG en presencia de VPH16-E2 ya que se ha demostrado que BRD4

es una pieza muy importante en la regulacion de este marcador de troncalidad [128]. Se ha
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observado que cuando células progenitoras epiteliales son estimuladas con diversos agentes
inductores de diferenciacion, se genera en ellas un cambio en los perfiles de expresion de los
marcadores de troncalidad, sin embargo de manera temporal y aparentemente como una
respuesta de resistencia al proceso de diferenciacion, al disminuir los niveles de expresion de
uno de estos factores, la célula responde sobre-expresando otro que sustituya la ausencia del
primero [107,133-135]. La modificacion en la abundancia relativa de las subpoblaciones
celulares, asi como los cambios generados en el patron de expresion de estos genes en las
células progenitoras presentes en el cultivo de células HaCaT que expresan el gen VPH16-
E2, indican un efecto similar al anteriormente descrito y sugieren que la expresion de esta
proteina viral provoca en las células progenitoras epiteliales su transicién hacia la

diferenciacion.

Con la finalidad de profundizar en el andlisis de esta posibilidad, decidimos utilizar dos
inductores de diferenciacién cuyos efectos son muy conocidos y han sido evaluados en
queratinocitos, como el CaClz y el &cido retinoico (AR) [109,136]. Sin embargo hasta nuestro
conocimiento, el efecto de estos inductores sobre las subpoblaciones constituyentes de esta

linea celular no han sido reportados, por lo que este trabajo es pionero al respecto.

Cuando las células fueron estimuladas con 5mM de CaClz o 1uM de AR durante 5 dias
[109,112], el perfil de abundancia relativa de las subpoblaciones se observé muy similar al
encontrado en las células en presencia de la proteina VPH16-E2 durante 5 dias, donde la
tendencia fue a una disminucion cercana al 50% en la subpoblacion a6-int®"/ CD71%™, una
disminucion de la subpoblacion TA y un marcado incremento en la poblacion de células

diferenciadas (Fig. 21). Estos resultados confirman que la proteina VPH16-E2 per se es capaz

67



de provocar un proceso de diferenciacion tanto en las células troncales como en las células

transitoriamente amplificadas.

Con el interés de conocer la manera en que este efecto inducido por la expresién de VPH16-
E2 afecta la respuesta de las células cuando estas se encuentran sometidas a un estimulo

natural de diferenciacion, se realizaron ensayos orientados en ese sentido.

El estimulo de diferenciacién generado por el tratamiento durante cinco dias con 1uM de AR
cuando la proteina VPH16-E2 esté presente, generd un efecto de aceleracion en el proceso
de diferenciacion, ya que la subpoblacion de TA préacticamente estuvo ausente y el mayor
porcentaje de células correspondieron a células comprometidas a la diferenciacion (Fig. 21
g). Sin embargo, los cultivos celulares que expresan VPH16-E2 tras el tratamiento con 5Mm
CaCl:2 generaron un perfil en el que aproximadamente el 70% de la poblacién correspondid
a células TA, lo que significa que en este caso las células son inducidas primeramente a un
proceso de proliferacion acelerada para después diferenciarse (Fig. 21 e). Este
comportamiento puede deberse a un efecto aditivo sobre los niveles de expresion del gen
p21, ya que se ha demostrado que, por un lado es activado transcripcionalmente por la
proteina E2 de VPH [127,137], y por otro, p21 es activado por la cascada S1I00C/A11 que es
inducida por CaClz y por consecuencia llevando a la hiperproliferacion celular [109]. El
comportamiento observado también podria estar relacionado con la expresién o ausencia de
diferentes reguladores de la diferenciacion epidermal, como la proteina 3 de union al factor
de crecimiento de insulina (IGFBP-3), el cual es caracteristico de células de la capa basal del
epitelio y cuando es reprimido por la estimulacion por CaClz envia a las células a

proliferacion [110].
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De manera muy interesante el comportamiento de la poblacion a6-int®/ CD719™ tras el
estimulo de diferenciacion en las células que expresan E2, fue radicalmente distinto al
observado cuando sucede el estimulo de diferenciacion (tanto CaClz. como AR) en las células
HaCaT carentes de E2, o en aquellas en las que se expresa E2 pero no reciben estimulo
adicional, ya que mientras en estos Ultimos casos la abundancia relativa de la poblacion tiende
a disminuir hasta en un 50%, en los primeros ese porcentaje aumenta hasta alcanzar el 1%
(100% de incremento) para el caso del AR y hasta el 1.6% (160% de incremento) en el caso

de la inducciéon con CaClz (Fig. 21 c, e, g).

Este comportamiento generado por E2 puede ser debido tanto a la regulacion transcripcional
directa de genes implicados en algunas vias, como a mecanismos indirectos a nivel de
cromatina como podrian ser la metilacion del DNA y la modificacion de histonas en regiones
génicas que regulen los mecanismos de decision celular hacia la troncalidad o hacia la

diferenciacion.

Como se menciono anteriormente se ha reportado que cuando las células progenitoras son
inducidas hacia la diferenciacion, éstas tienen la capacidad de mantener a una pequefia
subpoblacion “protegida” del compromiso a diferenciarse y mantenerse en un estado troncal
[107,134]. Estudios en células troncales embrionarias han demostrado que tras su
estimulacion con AR es posible distinguir dos distintas subpoblaciones, basados en su
respuesta al AR; una de ellas pierde practicamente la expresion de OCT4 y se compromete a
la diferenciacion, mientras que la otra mantiene la expresion de OCT4 y permanece en un
estado de troncalidad. Esto se debe a la expresion diferencial entre ambas subpoblaciones
tanto de genes de la via de Notch, como de componentes del complejo SWI/SNF y de enzimas
que modifican las histonas [138].
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Tomando en conjunto estos resultados sugieren que la sinergia entre el estimulo de
diferenciacion que representa la expresion de VPH16-E2 acompafiado de un segundo
estimulo de diferenciacion como es el CaClz o el AR (VPH16-E2/CaClz 6 VPH16-E2/AR)
pueden promover el paso de algunas “células troncales” al nivel inmediato superior de
diferenciacion, mientras que el porcentaje restante de esta subpoblacion parece ser menos
receptivo al estimulo, dando la oportunidad de que estas se mantengan en un estado troncal,
se dividan simétricamente y como resultado se observe un incremento en la poblacién a6-

int”/ CD7214m,
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CONCLUSIONES

En conclusion, determinamos que es posible separar tres subpoblaciones en la linea celular
HaCaT bajo el fenotipo a6-int/CD71 que corresponden a células en proceso de
diferenciacion, transitoriamente amplificadas y progenitoras, esta Ultima acompafiada de
caracteristicas de troncalidad como capacidad de autorenovacion, y expresion de los factores

de transcripcion SOX2, NANOG y OCT4.

Que las proteinas virales VPH11-E2 y VPH16-E2 aunque estructuralmente son muy
similares sus funciones en la célula huésped son distintas, los efectos en el proceso de
diferenciacion en células HaCaT son mucho mas evidentes en la proteina VPH16-E2 que los

efectos de VPH11-E2.

La proteina VPH16-E2 es capaz de modificar la expresion de los marcadores de troncalidad,
y estos cambios podrian estar involucrados en el control de la salida de la troncalidad hacia
la diferenciacion temprana. Efectos que observamos en la modificacion de la abundancia

relativa de las tres subpoblaciones celulares.
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PERSPECTIVAS

Realizar un andlisis mucho més detallado sobre los procesos de diferenciacion en presencia
de VPH16-E2 en células HaCaT estimuladas con CaClz y AR para determinar el mecanismo
que siguen estas células en la salida a la diferenciacion, asi como en la regulacion de factores

de transcripcion moduladores de la troncalidad.
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