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RESUMEN

El producto del gen E2 de VPH16 es una proteina multifuncional que esta
involucrada en procesos como regulacidn de la transcripcion, replicacion y
segregacion del genoma viral. Sin embargo, también se ha demostrado que es
capaz de activar o reprimir la transcripcion de genes celulares, lo cual se propone
gue ocurre a través de la interaccion con multiples proteinas celulares, entre las
cuales destaca p53. La proteina supresora de tumores p53 es un factor de
transcripcion que funciona como un sensor importante de estabilidad y
transformacion celular. Cuando la célula recibe sefales de estrés tales como dafio
al DNA, p53 se estabiliza e incrementa su abundancia total para efectuar una
respuesta transcripcional inmediata. Dentro de estas respuestas se incluyen: la
activacion de una gran variedad de vias de sefalizacion, el arresto del ciclo celular,
angiogénesis, apoptosis, reparacion de DNA, senescencia celular, entre otras.
Debido a la importancia que para el proceso de infeccion viral podria tener la
interaccion entre E2 del VPH tipo 16 con la proteina celular p53, en este trabajo se
evaluo el efecto de la expresion constitutiva de E216 a través de un sistema lentiviral
en un modelo celular en el que el gen p53 se encuentra en estado silvestre (+/+).
Los resultados mostraron que los niveles de la proteina p53, se encuentran
disminuidos en células con expresiéon constitutiva de E216, lo que de algin modo
correlaciona con el aumento observado en su proliferacién celular. Ademas, cuando
se evaluo la respuesta transcripcional de p53 posterior a un estimulo de dafio con
doxorrubicina, mediante la evaluacién de los niveles de mRNA de algunos de sus
genes de respuesta, como p21 y Mdmz2, se observé una respuesta disminuida en
las células que contienen a E216.

Estos resultados indican que la expresion constitutiva de la proteina E2 del VPH16,
afecta procesos celulares fundamentales, como la proliferacién y la respuesta a
dafio al DNA, y que estos efectos pueden ser debidos a la disminucion de los niveles
proteicos de p53. Aunque los mecanismos mediante los cuales sucede esta
disminucién se desconocen, diversas evidencias indican que puede deberse a un

incremento en su tasa de degradacion proteosomal, ya sea mediada por su



interaccion directa con E2, o bien mediante su interaccion con algunas otras

proteinas de importancia celular.

ABSTRACT

The HPV16 E2 gene product is a multifunctional protein involved in processes such
as regulation of transcription, replication, and segregation of the viral genome.
However, it has also been shown that it is capable of activating or repressing the
transcription of cellular genes, which is proposed to occur through interaction with
multiple cellular proteins, p53 among others. For its part, the tumor suppressor
protein p53 is a transcription factor that functions as an important sensor of cell
stability and transformation. When the cell receives stress signals such as DNA
damage, p53 stabilizes and increases its total abundance to effect an immediate
transcriptional response. These responses include: the activation of a wide variety
of signaling pathways, cell cycle arrest, angiogenesis, apoptosis, DNA repair, cell
senescence, among others.

Due to the importance that the interaction between E2 of HPV type 16 with the
cellular protein p53 could have for the viral infection process, in this work we
evaluated the effect of the constitutive expression of E216 through a lentiviral
system, in a cellular model where the p53 gene is found in wild-type status (+/+).
The results showed that the levels of the p53 protein are decreased in cells with
constitutive expression of E216, which in some way correlates with the observed
increase in cell proliferation. In addition, when the transcriptional response of p53
was evaluated after a damage stimulus with doxorubicin, by evaluating the mRNA
levels of some of its response genes, such as p21 and Mdm2, a decreased response
was observed in cells containing E216.

These results indicate that the constitutive expression of HPV16 E2 protein affects
fundamental cellular processes, such as proliferation and response to DNA damage,
and that these effects may be due to the decrease in protein levels of p53. Although
the mechanisms by which this decrease occurs are unknown, various evidences

indicate that it may be due to an increase in its proteosomal degradation rate, either



mediated by its direct interaction with E2, or by its interaction with some other

proteins of cellular importance.

INTRODUCCION

VPH

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus icosaédrico no envuelto, de
aproximadamente 55 nm de diametro con DNA circular de doble cadena que

pertenece a la familia taxondmica Papillomaviridae (1).

Este grupo de virus infecta mamiferos incluyendo humanos y existen alrededor de
200 genaotipos, los cuales difieren entre si por al menos 10% de su secuencia en el
gen L1. Estos genotipos han sido clasificados en 5 grupos o géneros (a, B, Y, U, V)
de los cuales, el grupo mas grande es el a e incluye a los genotipos llamados de
alto riesgo, el grupo B contiene algunos genotipos asociados con tumores humanos

y los grupos vy, 4, v normalmente causan sélo lesiones benignas (2).

El VPH tiene afinidad por epitelio escamoso 0 membranas mucosas.
Especificamente en humanos, 40 tipos de VPH estan relacionados con infecciones
de transmision sexual, manifestatndose como verrugas u otras lesiones
anogenitales, algunas de las cuales han sido identificadas en el cérvix, ano, vulvay
vagina en mujeres y en el caso de los hombres en pene y ano, siendo éstas Ultimas
menos caracterizadas. Las infecciones genitales persistentes con este virus pueden
causar cancer cervical en mujeres y otros tipos de cancer anogenital, cabeza y
cuello tanto en mujeres como en hombres (3). Dependiendo del genotipo de VPH
gue infecte, la siguiente tabla muestra algunas lesiones que pueden ser observadas

en el hospedero:



Genotipo de VPH Tipo de lesion
1,2,3,4,7,10,26,27,28,29,41,48,50,57,60, Lesiones benignas, principalmente
63, 65,75,76,77,88,95 verrugas.

6.11 Genotipos de bajo riesgo oncolégico,
' causan verrugas genitales.
5,8,9,12,14,15,17,19,20,21,22,23,24,25, Lesiones benignas asociadas a
36,37,38,46,47,49,75,76,80,92,93,96 epidermodysplasia verruciformis.
Genotipos de alto riesgo oncoldgico,
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68, lesiones intraepiteliales escamosas de
73,82 bajo grado con posibilidades de
progresion, cancer de cabeza y cuello.

Modificado Celewicz A, Celewicz M; 2020, Graham S; 2017(1,4).

Como lo muestra la tabla, sélo algunos genotipos de VPH han sido asociados con
la formacion de lesiones malignas y el desarrollo de cancer, de estos, el VPH16 fue
definido en 1995 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como un agente
viral promotor de tumores, ya que es responsable de aproximadamente el 55% de
los casos de cancer cervical, en tanto que el VPH18 se estima que causa el 15% y
el resto de los casos que causan cancer corresponden a los denominados VPHs de

alto riesgo (3).

A pesar de que la vacuna contra infecciones de VPH de alto riesgo ha estado
disponible desde 2006, esta es de tipo profilactica y ha sido aplicada principalmente
a nifas de entre 10 y 12 afios, ademas es una de las vacunas de mas alto costo de
produccion, lo que hace dificil su distribucion por todo el mundo (1). De esta manera,
el cancer cervical asociado con VPH contintdia siendo el cuarto tipo de cancer mas
comun en mujeres y la causa mas comun de muerte relacionada a cancer en esta
misma poblacion. Se estiman 266 000 muertes y 560 000 nuevos casos registrados
por afio, de los cuales aproximadamente el 80% ocurren en regiones desarrolladas;

siendo la mayoria de los diagnosticos en mujeres de entre 30 y 55 afios (5,6).

Infeccion viral

El virus del papiloma humano se transmite por contacto de piel a piel o de mucosa
a mucosa y entra a través de una microlesion del tejido, infectando principalmente
gueratinocitos primarios de las capas basales del epitelio escamoso estratificado.

La infeccion se da por la interaccion de la proteina de la capside L1 del virus con
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receptores celulares localizados en la membrana basal o en la superficie de las
células de la capa basal. Entre los receptores conocidos estan heparan sulfato,
integrina-ae, vimentina, lamininas, el factor de crecimiento epidermal y la anexina-
A2 (1,7,8).

Los virus infectan de manera inicial en un bajo nimero de copias a queratinocitos
primarios de la piel o mucosa en las capas basales del epitelio escamoso
estratificado; el genoma viral es depositado en el nucleo celular y comienza la
expresion de proteinas virales tempranas, lo que conlleva a una primera ronda de
replicacion de DNA que parece ser independiente del ciclo celular y que amplifica el

namero de copias virales a aproximadamente 50-100 copias por célula (2,9).

Posteriormente, en las células infectadas, la mayoria de los genomas del VPH
permanece en estado episomal, donde la expresion genética es minima y
particularmente la expresion de los oncogenes E6 y E7 se encuentran bajo estricto
control y de manera importante por la proteina E2. De esta forma no hay un efecto
citolitico en las células, lo que causa una ausencia de respuesta inmune en esta
fase temprana de la infeccion, permitiendo asi la persistencia de la misma vy la

posibilidad de una progresion cancerosa (2,4,9).

Si la infeccidn no es resuelta por el sistema inmune, las células basales infectadas
comienzan a dividirse y los genomas virales se replican y se segregan en las células
hijas, las cuales se convierten en una célula transitoriamente amplificada que esta
destinada a completar la diferenciacion del epitelio y desplazarse a través de las
capas epiteliales. Durante este proceso, existe un patrén de expresion viral que
responde a la diferenciacién del queratinocito, lo que lleva a una amplificacion del
genoma viral de por lo menos 1000 copias por célula y la expresion de proteinas
virales de expresion temprana y tardia las cuales son requeridas para lograr una
productiva amplificacién del genoma viral y la produccién de viriones. Los eventos
de expresion tardia ocurren especificamente en las dltimas capas mas
diferenciadas del epitelio (Figura 1)(9). El ciclo viral toma aproximadamente 2-3
semanas in vivo, el tiempo que toma el queratinocito basal para moverse a través

del epitelio y diferenciarse (3).



Infeccion viral y el desarrollo de cancer cervical

El cancer cervical esta caracterizado por una fase premaligna bien definida que es
detectable mediante examinacion citolégica. Estos cambios representan un
espectro de anormalidades histolégicas que se denominan neoplasias
intraepiteliales cervicales (NIC) que van desde el tipo 1 (displasia leve), tipo 2
(displasia moderada) y tipo 3 (displasia severa/carcinoma in situ. Evidencia
epidemioldgica, muestra claramente que las infecciones por VPH son la causa de
las NIC de todos los grados y que el punto de inicio mas comun en el proceso
oncogeénico es el desarrollo de infeccion persistente. La mayoria de las lesiones
NIC1 mantienen al virus en forma episomal, lo que le confiere la capacidad para
completar su ciclo de replicacién y producir nuevas particulas virales, por otro lado,
en las lesiones NIC2 y NIC3 que estan asociadas con genotipos de alto riesgo y que
estan caracterizadas por defectos en la diferenciacion celular, la expresion de los
genes tardios esta reducida de forma significativa y el genoma viral se integra en la

célula hospedera (3,10).

cervix normal lesion escamosa intraepitelial cancer invasivo
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Figura 1. Ciclo infeccioso del VPH. Modificado de Woodman C, Collins S, Young L;
2007(10).



Se ha visto que este evento de integracion depende del genotipo, por ejemplo, en
el VPH16 aproximadamente el 30% de los canceres cervicales contienen formas
episomales del virus, mientras que en otros genotipos como el VPH 18 casi siempre
se encuentran solo formas integradas en mujeres con NIC3 y cancer invasivo.
Durante la integracion del genoma viral, generalmente se rompe el marco de lectura
en la region del gen E1 o E2, lo cual detiene la transcripcion de estos genes
generando una expresion incontrolada de las proteinas E6 y E7 que tienen un papel
muy importante en la carcinogénesis cervical. Si el evento de integracion por si

mismo es crucial para el desarrollo de cancer es aun motivo de investigacion (4,10).

Genoma viral

El genoma de los papilomavirus comprende aproximadamente 8 Kb de DNA circular
de doble cadena que se ha dividido en 3 regiones principalmente; una region de
expresion temprana (E) que ocupa aproximadamente 50% del genoma viral y
contiene marcos de lectura abiertos (ORFs) para al menos 7 proteinas reguladoras,
una region de expresion tardia (L) que ocupa el 40% del genoma y codifica para dos
proteinas estructurales y una region larga de control (LCR) que ocupa el 10%
restante del genomay contiene el origen de replicacion y secuencias para el control
de la transcripcion. Las tres regiones estan separadas por dos sitios de

poliadenilacién (pA); temprano (Ag) y tardio (AL) (11).

El genoma esta encapsulado en una capside icosaédrica formada por 360 copias
de la proteina L1 organizadas en 72 capsOmeros que contienen una copia de la

proteina L2 en el centro (Figura 2)(9).
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Figura 2. Estructura ilustrativa de la capside (izquierda) y genoma del VPH16 (derecha).
Tomada de Ginecoweb [Internet], Graham S, 2017 (1,12).

Region de expresion temprana

Esta regién incluye 7 marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican para las
proteinas virales E1, E2, E4, E5, E6, E7 las cuales estan involucradas en procesos
de replicacion y transcripcién principalmente. El promotor P97 se encuentra rio
arriba del ORF del gen E6 y es responsable de casi toda la expresion de la region

temprana (13).
El

La proteina mas conservada codificada por los papilomavirus es E1, codifica para
una DNA helicasa dependiente de ATP de 68 kD que puede unirse a regiones ricas
en AT como el origen de replicacion, esta union es débil y se estabiliza gracias a la
proteina E2. Estudios celulares han demostrado que E1 es requerida para la
amplificacion del genoma que ocurre debido a la diferenciacion celular, ademas, ha
mostrado unirse a otras proteinas celulares incluyendo H1, SW1/SNF5, ciclina E,
Hsp40/Hsp70 entre otras (13,14). E1 junto con la proteina E2 son las primeras
proteinas expresadas durante la infeccion, debido a que el objetivo principal de los

primeros virus es iniciar la replicacién del genoma.



E2

E2 es una proteina de unién a DNA que se une a secuencias blanco en la LCR
conocidas como sitios de unidon a E2 (E2BSs). Dos de estos sitios estan proximos
al promotor temprano P97, un tercero cerca del origen de replicacion del DNA y un
cuarto en la regién enhancer (Figura 3). Cuando se une alrededor del origen de
replicacion, recluta a la helicasa E1 la cual forma un complejo di-hexamérico que

replica el genoma viral a través de la interaccidén con proteinas del hospedero.

A través de la unién de E2 a sitios proximos al promotor temprano constitutivo P97,
se sabe que puede regular de forma negativa la expresion de las proteinas virales
E6 y E7, inhibiendo el acceso de factores de transcripcion al promotor y alterando
la conformacidén de la cromatina (15). De esta manera, el virus es capaz de mantener
a las proteinas virales expresadas a niveles bajos en los tiempos tempranos de

infeccidn y por un tiempo significativo para evadir la respuesta inmune local.
E4

E4 es una proteina que esté incrustada en el gen E2 y es expresada en primera
instancia como una proteina de fusion E1"E4 durante las etapas tardias del ciclo
viral. Se une a filamentos de citoqueratina interrumpiendo su estructura y se cree
gue desempeiia un papel en el escape viral de las capas epiteliales cornificadas;
E4 puede potenciar la amplificacion del genoma directamente a través de la

regulacion del arresto del ciclo celular y activando cinasas principalmente (16).
E5

Otra proteina codificada por la regién de expresion temprana es E5, una proteina
pequefia de 83 aminoacidos altamente hidrofébica transmembranal que forma
dimeros, interactla y activa receptores tirosina cinasa incluyendo EGFR (Receptor
del Factor de crecimiento Epidermal) que de acuerdo a diferentes estudios ha
sugerido que ejerce un efecto transformante en la célula a través de la interaccién
con esta via de sefializacién. También se ha reportado que estas proteinas juegan

un papel importante en apoptosis y en la evasion de la respuesta inmune (16,17).



E6y E7

A pesar de su designacion como oncoproteinas, se ha visto que la actividad
biolégica de estas proteinas es importante en la replicacion viral del ciclo infectivo.
Por ejemplo; se ha demostrado que E6 es requerida para el mantenimiento del
genoma episomal, mientras que, la expresion de E7 en la infeccidén temprana, activa
el punto de control G1-S en queratinocitos, expandiendo asi la cantidad de células
epiteliales activas en la replicaciéon del DNA, el cual es un paso importante para
completar la segunda fase de replicacion productiva del genoma viral en las células
de las capas epiteliales medias y superiores que normalmente salen del ciclo
celular. Ademas, E7 puede activar o inhibir factores de transcripcion como STATL,
NF-Kb, SMAD2/3, TBP, c-Myc, c-Jun, E2F1; lo que sugiere el potencial de esta
proteina viral para promover cambios transcripcionales en las células infectadas. Se
sabe que como oncoproteina se une y degrada al supresor de tumores
retinoblastoma (pRB), contribuyendo de esta forma a la progresion maligna a través

de la induccién de inestabilidad gendémica (1,16).

La funcién mas estudiada y conocida de E6 es su union a la proteina celular p53,
llevandola a su degradacion y por tanto la inhibicion de su actividad transcripcional.
E6 también es capaz de cambiar la conformacion de p53 o0 secuestrarla
directamente en el citoplasma, permitiendo a las células infectadas sobrevivir y

continuar la replicacion viral (9).

E7 esta siempre presente con E6 en las células infectadas debido a la naturaleza
bicistronica en la region codificante del genoma, de esta manera las actividades de
una seran afectadas por la otra, o incluso potenciadas, por ejemplo, en la evasion

del sistema inmune.
Region de expresion tardia

Los genes de transcripcion tardia incluyen a L1 y L2, los cuales codifican proteinas
estructurales de la capside viral; la proteina basica de mayor proporcién (L1) y la

proteina basica de menor proporcién (L2).
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La infeccion viral productiva se completa cuando la célula sale del ciclo celular y la
expresion de L1y L2 permiten el empaquetamiento del genoma viral. El ensamblado
del viriobn ocurre en el ndcleo de queratinocitos diferenciados. Cada capside
contiene 72 capsdmeros pentaméricos cada uno hecho de 5 proteinas L1 por 1 de
L2. El ORF para L1 es el mas conservado entre los papilomavirus y es usado para

la organizacion filogenética y clasificacion de los papilomavirus humanos.

La proteina L1 se autoensambla en las particulas virales, mientras que L2 tiene un
papel menos conocido, pero se sospecha que debe incrementar la eficiencia de esta

reaccion o estar involucrada con la produccion de viriones (7,18).

Regidn larga de control

La region larga de control también llamada URR (region reguladora rio arriba) o
NCR (region no codificante), comprende un segmento de aproximadamente 850 pb

y no tiene una funcién codificante.

Esta fisicamente dividida en 3 regiones; la region 5 que contiene un sitio de union
a E2 (E2bs), ademés de los sitios de terminacion de la transcripcion y el sitio de
poliadenilacién tardia (pAL) para los transcritos L1 y L2; la region central que esta
flanqueada por dos E2bs se ha demostrado que funciona como un enhancer
transcripcional especifico de epitelio, ademas contiene algunos motivos que son
sitios de union para AP1, NF1, OCT1, YY1, entre otros que son importantes para
estimular o suprimir la actividad transcripcional del virus, por lo que la activacion o
represion de los promotores tempranos y tardios de los papilomavirus humanos
involucra un sinergismo entre estas proteinas, las cuales varian su afinidad por los
diferentes elementos reguladores en la LCR de los diferentes genotipos de VPH.
Finalmente la regién 3’ contiene 2 sitios E2bs y un sitio de unién a E1 que sobrelapa

el origen de replicacion (ori) (19).

Esta region del genoma, como se menciono previamente contiene las secuencias
cis-reguladoras que controlan la replicacion y transcripcién viral, ademas del control

post-transcripcional via LRE (Elemento regulador tardio). La figura 3 muestra a
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detalle los elementos de importancia tales como el origen de replicacién (circulo

morado) y cuatro sitios de unién a E2 (cuadros verdes)(1,4).

| Region &' ,  Region central . Region 3"
Poly(A) I
o L
y PO7
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long control region (LCR)

Figura 3. Estructura de la region larga de control del VPH16. Modificada de Graham S;
2017(1).

Proteina viral E2

E2 es una proteina multifuncional de 350 a 500 aa que esta involucrada en muchos
procesos virales, principalmente regulacion de la transcripcion y replicacion del

genoma viral. Es expresada en etapas tempranas e intermedias del ciclo infectivo.

Estructuralmente, E2 posee un dominio N-terminal de
transactivacion/transrepresion de aproximadamente 200 aa y un dominio C-terminal
de union a secuencia especifica de DNA (ACCGN4CGGT) de aproximadamente 100
aa, ambos dominios estan conectados por una region llamada bisagra que es rica
en serina y arginina que varia en su tamafo y secuencia entre los papilomavirus
(figura 4).

Regidén bisagra

Dominio de transactivacion Dominio de unién a DNA
y transrepresion y dimerizacion
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Figura 4. Estructura de la proteina E2 del VPH16. Modificada de Iftner T, 2017 (20).

La proteina E2 tiene un tiempo de vida corto que es regulado por mdultiples factores,
la proteina completa dura 40 minutos desde que es traducida y las formas pequefias
de E2 resultantes del proceso de procesamiento de su RNA (splicing) duran apenas
entre 10 y 15 minutos (21).

En células no diferenciadas, E2 se transcribe desde el promotor temprano y termina
en el sitio de poliadenilacion temprano, posteriormente las células se van
diferenciando en el epitelio y el promotor tardio se activa y transcribe usando adn la
sefial de poliadenilacién temprana, lo que continta favoreciendo la presencia de la

proteina E2, la cual es requerida para la amplificacién del genoma viral. (20,21).

El papel mas estudiado de la proteina E2 es su participacion como auxiliar en la
replicacién viral, ya que en el origen de replicacion interactia y recluta a la helicasa
E1l que a su vez recluta a la maquinaria de replicacion de DNA. Ademas, E2
desplaza nucleosomas del origen de replicacion para aliviar la represion. Por otra
parte, dentro de las proteinas virales con las que es capaz de interactuar se
encuentran la helicasa E1, E4, E6, E7, L1y L2; en particular la uniéon con L2 se ha
visto que no es absolutamente necesaria para el empaquetamiento de las nuevas

particulas virales, pero es probable que pueda favorecer el proceso (22).

E2 ejerce sus funciones a través de su interaccion directa con diferentes factores
celulares, ya sea para la expresion del genoma viral, segregacion o replicacion del
mismo o para proveer condiciones celulares favorables para el virus. La recoleccion
en tres diferentes bases de datos, sefialé al menos 57 proteinas celulares que se
unen a una o varias proteinas E2; un analisis posterior mas fino determiné cuatro
familias de proteinas con base en los procesos bioldgicos celulares donde participan
y que tienen mayor interaccion con E2, siendo estos procesos: la regulacion de la
transcripcion, procesamiento de RNA, apoptosis y ciclo celular (figura 5). Estas
interacciones fueron detectadas con los tres dominios de E2, aunque la mayoria

compromete el dominio N-terminal de transactivacion (23).
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Figura 5. Representacién de cuatro familias de proteinas que interactlan con la proteina
viral E2. Modificada de Muller M, 2012 (23).

En cuanto a su papel como principal regulador transcripcional de los papilomavirus,
E2 interactla y recluta factores celulares que, de acuerdo a su naturaleza, pueden
activar o reprimir la transcripcion. Una de las interacciones mas estudiadas de la
proteina E2 es con la proteina 4 que contiene bromodominio (Brd4) que pertenece
a la familia BET (Bromodomain and extra-terminal domain) y tiene la capacidad de
unirse a histonas acetiladas e interactuar con p-TEFb para estimular a la RNA
Polimerasa Il, reclutando a su vez una variedad de factores de transcripcion y
reguladores de la cromatina. Se sabe que la unién de Brd4 a E2 previene la
degradacion de la proteina E2, ayuda a la modulacién de la transcripcion que es
mediada por E2 y la mantiene sujeta y estable a los cromosomas del hospedero
durante la mitosis para prevenir la pérdida de los genomas virales (20,24). Ademas,
la modulacion de la transcripcion por parte de la proteina E2 puede ser a través de
la modificacion del codigo de histonas, interactuando directamente con
acetiltransferasas de histonas como PCAF, EP300 o CBP y algunos miembros de

complejos remodeladores de la cromatina como Hsnf5 y NAP1L1 (23).

En cuanto a la interaccion de E2 con proteinas que participan en apoptosis, cabe
mencionar que la actividad pro-apoptotica de esta proteina es una de las funciones

independientes a la unién con el genoma viral que se describieron primero. Se sabe
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actualmente que las interacciones responsables de este evento son principalmente
con p53, CASP8 y C-FLAR, sin embargo, se sugiere que E2 puede impactar en
multiples pasos a través de su interaccion con mas participantes tanto de la via
intrinseca como extrinseca, para regular la muerte celular dependiendo el contexto
(23,25).

En el ciclo celular, se ha visto que las proteinas E2 de los VPH de alto riesgo 16 y
18 interactuan con CDC20 y FZR1 que son subunidades que reconocen sustratos
del complejo promotor de anafase (APC/C). Este complejo es responsable de la
transicion hacia la etapa de anafase en la division celular a traves de la degradacion
de sustratos especificos como la ciclina B, por lo que la unién de las subunidades
CDC20 y FZR1 con E2 inhibe la degradacion de ciclina B llevando a un arresto en

metafase e inestabilidad gendmica, impactando fuertemente en el ciclo celular (26).

El andlisis del interactoma de E2 provee un panorama de las funciones y por tanto
el impacto que tiene en los procesos celulares del hospedero. Es de interés la
interaccién con reguladores tanto positivos como negativos del mismo proceso, ya
gue indica la dualidad de sus funciones que ayudaran a la supervivencia del virus

en diferentes etapas de su ciclo viral.

Proteina p53

La interaccion principal que es motivo de estudio en este trabajo es la de E2 con la
proteina celular p53, la cual es un factor de transcripcion y supresor de tumores,
ademas, debido a su participaciéon principal en la respuesta a dafio de DNA es

conocida como “el guardian del genoma”.

Es una proteina de 53 kD que en humanos es codificada por el gen TP53, que esta
ubicado en el brazo corto del cromosoma 17, especificamente en la posicion 17p1.3.
Contiene 393 aminoacidos y cuenta con 5 dominios funcionales (figura 6) que
participan de manera coordinada para llevar a cabo las funciones requeridas por la

célula en un momento especifico (27).
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Figura 6. Dominios estructurales de la proteina p53. Modificada de Sullivan KD, 2018.

El dominio N-terminal de transactivacién (TAD) dividido en dos subdominios (TAD1
y TAD2) que van de los residuos 1-40 y 40-61 respectivamente y que son requeridos
para la actividad transcripcional e interaccién con muchas proteinas, incluyendo los
factores de transcripcion TFIID, TFIIH y algunos TAFs. Es importante sefalar que
cada subdominio es requerido para la transactivacion de diferentes genes blanco,
por ejemplo, TAD1 tiene un papel predominante en genes que participan en el
arresto celular en G1 y apoptosis, ademas se ha visto que mutaciones en el TAD1
muestra efectos mas graves en las funciones de p53 comparado con mutaciones
en el TAD2 (28,29).

El siguiente es un dominio rico en prolina (PRD) que va del residuo 64-92; es
importante para la actividad apoptotica, la estabilidad de la proteina, la actividad

transcripcional y es necesaria para la restriccion del crecimiento celular (28,30).

Uno de los dominios de mayor extension es el central de union a DNA (DBD). Implica
del residuo 100 al 300 y es el sitio cuyas mutaciones estan mas asociadas a cancer.
Este dominio puede reconocer y unirse directamente a los elementos de respuesta
a p53 (p53RE) en el genoma, los cuales consisten de dos copias del motivo de 10
pb 5-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3' (figura 7); cada motivo de 10pb se divide a la
mitad, resultando en cuatro partes, permitiendo que cada mondmero de la proteina
p53 pueda unirse a una cuarta parte del motivo. Cada parte adopta una orientacién
canonica “cabeza a cabeza”, sin embargo, pueden formar diferentes arreglos segun
su orientacion, dando la posibilidad de que exista un rango de afinidades para su
union. Un escaneo en el genoma identificé entre 14000 y 21000 sitios posibles de
unién a p53, pero menos del 50% de estos se confirmaron en experimentos de
CHIP-seq, lo que sefala que el tipo de union con el sitio consenso, el estatus de la
cromatina y la cantidad de moléculas de p53 en un determinado momento celular

determinan la interaccion de la proteina con sus genes blanco (28,29). EI DBD
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contiene ademas algunos aminoacidos electropositivos y un atomo de zinc los

cuales hacen posible la interaccion con la molécula de DNA (31).
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Figura 7. Sitio consenso de unién a p53. Pu: Purina, Py: Pirimidina. Modificada de Hafner
A, 2019 (29).

El dominio de oligomerizacién (OD) o también llamado dominio de tetramerizacion
(TD), va del residuo 326 al 356 y es responsable de la formacion del tetrAmero de
p53 que es esencial para la union sitio especifica al DNA, modificaciones post-

traduccionales y las interacciones proteina-proteina.

Mutaciones en este dominio afectan la unidén de p53 al DNA, ya que cada monémero
se une a una cuarta parte del sitio consenso en los genes blanco, por lo que se ha
visto que resulta en la pérdida de su actividad transcripcional. En cuanto a las
modificaciones post-traduccionales, por ejemplo, se ha visto que la fosforilacién de
la serina 20 de p53 que inhibe su interaccion con MDM2, requiere de la
tetramerizacion. Por otro lado, muchas proteinas se unen directamente a este
dominio o sus interacciones con p53 se ven afectadas por el estatus oligomérico,
tal es el caso de la proteina pro-apoptotica BAK cuya interaccion principal con p53
es a través de este dominio, también el exporte de p53 es mediado por una sefial
de exportacion rica en leucina (NES) localizada en el dominio TD, lo que hace que

la formacion del tetramero evite el exporte nuclear de la proteina (29,30).

Finalmente, el dominio regulador C-terminal (CTD) (residuos 363-393) es un sitio
altamente desestructurado y modificado post-traduccionalmente, en particular, sirve

como sitio primario de acetilacion. Actida como una region flexible e influye
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positivamente en el escaneo a lo largo del DNA y la estabilidad de la unién con este
para el reconocimiento de los elementos de respuesta a p53. Se ha visto que
dependiendo del contexto y disponibilidad de factores que se unen a él, puede
adoptar diferentes cambios conformacionales, afectando la funcion de p53 tanto de
forma positiva como negativa; en resumen, es un fuerte modulador de la funcion de
p53 como factor de transcripcion, ademas se ha visto involucrado como mediador

en la tetramerizacion (28,29).

Funciones de la proteina p53

La proteina p53 fue inicialmente reconocida como un supresor de tumores en 1989
y actualmente se sabe que es el gen méas frecuentemente mutado en todos los
canceres humanos (32). Sus mutaciones resultan en la pérdida de sus funciones
fisiologicas, principalmente su actividad transcripcional, la cual es capaz de controlar
diferentes genes blanco involucrados en una alta variedad de vias de sefializaciéon
celulares, tales como arresto del ciclo celular, angiogénesis, apoptosis, reparacion
del DNA y senescencia celular (figura 8). Para extender esta idea, un perfil
transcripcional demostré6 que habia entre 100 y 1500 genes afectados por p53
dependiendo del contexto celular (29,33).

Como factor de transcripcién, p53 se ensambla como un tetrdmero y el DBD
reconoce los elementos de secuencia especifica para p53 que se encuentran en los
genes blancoy es a través de los dominios TAD, los cuales interactian con un rango
muy amplio de cofactores transcripcionales que determinaran la via de sefalizacion

gue se activara dependiendo del contexto celular (34).

Es un hecho que p53 regula de forma directa la activacion transcripcional, sin
embargo, sus funciones como represor directo han sido motivo de debate. Estudios
recientes han dejado claro que la represion por parte de esta proteina es de forma
indirecta y encabezada por efectores rio abajo como p21 (CDKN1A), E2F7 y
miRNAs. Es posible que p53 actie como represor en situaciones unicas, por
ejemplo en ciertos tipos de células, en respuestas especificas de dafio o en cinéticas
definidas (28).

18



Extrinsic Intrinsic

[ xec | / i
Mgl o \
N/ \ /

Apoptosis

_L Feedback Translation
‘ Cell cycle genes mechanisms control

SESN1

i

Figura 8. Procesos celulares y genes blanco activados transcripcionalmente por p53.
Tomada de Fischer M, 2017 (33).
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La proteina p53 en la respuesta a dafio celular

Bajo condiciones normales de crecimiento, p53 es mantenido en niveles bajos por
la ubiquin-ligasa E3 MDM2, que en complejo con MDM4 llevan a cabo su
degradacion proteolitica. Debido a su capacidad de funcionar como un sensor
importante de estabilidad y transformacién celular, cuando la célula recibe sefales
de estrés tales como dafio al DNA, activacion oncogénica, hipoxia, deplecion de
nutrientes o estrés ribosomal, p53 se estabiliza e incrementa su abundancia total
para efectuar una respuesta transcripcional inmediata. En respuesta al estrés,
puede llevar a la célula al arresto del ciclo celular, apoptosis, reparacion de dafio,
cambios metabdlicos o senescencia. La eleccion de la via que se activara esta
basada en la magnitud, tipo de dafio al DNA vy tipo celular en donde se encuentre el
dano (29,32).
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Dafios leves normalmente inducen arresto del ciclo celular, mientras que dafios
severos pueden activar programas de senescencia o muerte, en estos ultimos se

incluyen apoptosis, autofagia y necrosis (35).

Arresto del ciclo celular

El arresto en el ciclo celular es de los eventos mas evidentes generados por p53
como respuesta a dafio y es mediado por la activacion transcripcional del gen
CDKN1A que codifica para la proteina p21, acto seguido p53 se une a dos sitios rio
arriba del promotor de este gen, siendo el sitio mas proximo al 5’ uno de los mas
fuertes (36). Andlisis gendmicos recientes atribuyen un papel muy importante al
complejo DREAM en la via canonica de arresto del ciclo celular por parte de p53.
La inhibicion de la cinasa dependiente de ciclina (CDK) mediada por p21 resulta en
la hipofosforilacion de p107 y p130, lo que permite su incorporacién al complejo
DREAM para reprimir genes que promueven la mitosis, tales como CCNBL1 (codifica
ciclina B1), CCNB2 (codifica ciclina B2) y CDC25A, resultando en el arresto del ciclo
celular en G2/M (figura 9), mientras que la unién de p21 a la ciclina E/CDK2 y ciclina

D/CDK4 provoca el arresto en la fase G1 del ciclo celular (29,36,37).

afﬁ\r- CDKN1A
o s SN NTN/

}

p2l

1

CDK

f“\'

CCNB1,

DREAM =~ "\ CCNB2,
camplex‘ii @ [ CDC25A
YN AN NN
!
Mitosis

Figura 9. Via de sefalizacion mediante la cual p53 estimula el arresto celular. Tomada de
Hafner A, 2019 (29).
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El arresto del ciclo celular es consecuencia del dafio al DNA y es reversible después
de que se activan los mecanismos de reparacion y la regulacion por parte de p53.
Sin embargo, se ha visto que la activacion constante de p53 debido al acortamiento
de los telomeros y la sefializacion activada por el dafio, puede conducir a un estado
Unico de arresto del ciclo celular altamente estable que no es completamente
reversible, el cual es conocido como senescencia (36). La senescencia puede ser
vista como una respuesta adaptativa de las células cuando se exponen a
condiciones ambientales desfavorables, los cuales incluyen factores intrinsecos
como dafio oxidativo, hiperproliferacion, luz UV, radiaciones tipo gamma y agentes
guimioterapéuticos. Un factor crucial para la activacion de este efecto biologico
parece ser un estimulo estable, mientras que un estimulo transitorio induce arresto
del ciclo celular reversible que permite la reparacién del dafio; por otro lado, un
estimulo mas severo lleva a cambiar la respuesta celular a apoptosis (35).

Apoptosis

Después de la activacion de p53, algunos tipos celulares se someten de forma
predominante a apoptosis en lugar de arresto del ciclo celular, sin embargo,
bioquimicamente los blancos de p53 involucrados en ciclo celular y reparacién de
DNA regularmente tienen mayor afinidad en sus sitios de unién. Por ejemplo, se ha
visto que el pico de induccion mas alto de p21 y GADDA45 por p53 sucede entre 2-6
horas posterior a un estimulo de dafio por irradiacion, mientras que los blancos
involucrados en apoptosis son mas variables en cuanto a su afinidad; tal es el caso
del gen pro-apoptético Bax cuya induccidbn maxima sucede entre 12-24 horas
posterior al estimulo de dafio. Esto parece indicar que los blancos de apoptosis
tienden a ser inducidos de forma mas lenta comparados con los de ciclo celular. De
esta manera se piensa que la decision celular estd basada en la duracion del estrés

y la activacién de p53 principalmente (36,38).

El mecanismo de apoptosis es caracterizado por la condensacion de la cromatina,
fragmentacion de DNA en el nlcleo, contraccion de la célula y pérdida de adhesién

a la matriz extracelular; algunas alteraciones bioguimicas también incluyen
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externalizaciéon de fosfatidilserina y la activacion de caspasas. Hay dos vias

principales de apoptosis: intrinseca y extrinseca (figura 10) (36,39).
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Figura 10. Via intrinseca y extrinseca de apoptosis celular. Modificada de Jan R, 2019 (39).
La via extrinseca se activa cuando ligandos extracelulares como TNF (factor de
necrosis tumoral), Fas-L (ligando para Fas) y TRAIL (ligando TNF relacionado a la
induccién de apoptosis) se anclan a los dominios extracelulares de los receptores
de muerte TNFR1, Fas y receptores TRAIL. La union ligando-receptor resulta en la
formacion del complejo inductor de muerte DISC que contiene al dominio DD como
una molécula adaptadora, procaspasa-8, procaspasa-10 y las proteinas c-FLIPs;
posteriormente la caspasa 8 activa se disocia del complejo para iniciar la cascada

de activacion de caspasas que finalmente llevara a muerte celular (39).

La via intrinseca, mitocondrial o regulada por BCL-2, es activada por condiciones
de estrés como el dafio al DNA, lo que aumentara los niveles de p53 quien a su vez
estimulara a los miembros de la familia de proteinas pro-apoptéticas BIM, PUMA,
BID, BMF, BAD, BIK, NOXA, HRK. Estas proteinas tienen la capacidad de unirse e
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inhibir a las proteinas anti-apoptéticas BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W y BFL1,
liberando asi a los efectores de muerte celular BAX y BAK que causaran
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial con la consecuente
activacion de caspasas, iniciada por caspasa-9 y el activador APAF-1 que formaran

el apoptosoma y terminaran con la célula (40).

Regulacion de p53 en la respuesta a dafio

Existen multiples mecanismos que controlan la decision de p53 sobre el destino que
tomara la célula a partir de una sefal de dafio al DNA. Dentro de estos mecanismos,
se incluye la secuencia de DNA vy la estructura de la cromatina en cada sitio donde
se une la proteina. En este punto, la participacion de cofactores que interactiian con
p53, por ejemplo, reguladores de la cromatina para la activacion de genes blanco,
como la acetiltransferasa p300 que se demostré es requerida para la activacion
dependiente de p53 de CDKNI1A in vitro, sugiere que el reclutamiento de este

cofactor, contribuye a la activacion de genes especificos por p53 (41).

Las modificaciones post-traduccionales son otro mecanismo que es crucial para la
regulacion de los niveles y actividad de p53. Se han detectado mas de 300
modificaciones post-traduccionales por espectrometria de masas en la proteina
p53. Un ejemplo bien conocido es la regulacion de p53 a través de su
poliubiquitinacion en el carboxilo terminal por parte de MDM2, mientras que la
fosforilacion de p53 en los residuos de serina y treonina en el amino terminal como
respuesta al dafio a DNA, debilita la interaccion p53-MDM2, estabilizando asi a p53.
Es importante sefialar que las modificaciones post-traduccionales pueden ser
especificas al tipo de dafio y de esta manera repercutir en el destino de la célula
(42).

Se han observado un rango de afinidades de p53 para los diferentes motivos de
unidn o sitios responsivos a p53 presentes en los genes que responden a esta
proteina. De esta manera, se ha visto en diversos analisis de promotores que son
blanco para p53, que genes involucrados en la regulacion del ciclo celular tienen
sitios de uniéon de alta afinidad, mientras que aquellos involucrados en apoptosis

tienen un amplio rango de afinidades y/o desviaciones del sitio consenso, lo que
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resulta en una union reducida. Estas observaciones permitieron establecer el
‘modelo de afinidad”, el cual postula que las concentraciones de p53 pueden

determinar la eleccion entre arresto del ciclo celular y apoptosis (43-45).

La regulacién de los niveles de p53 a través del tiempo (dinamica de expresion) esta
emergiendo como un modulador adicional que afecta la decision celular a partir de
un estimulo de dafio al DNA. Por ejemplo, se ha visto que la radiacién ionizante
induce pulsos en los niveles de la proteina p53, lo que le permite a la célula reparar
el dafio, mientras que la activacion sostenida de la proteina usando el mismo
estimulo de dafio con un inhibidor de MDM2 lleva a senescencia. De esta manera,
la regulacion temporal de los niveles de la proteina p53 tiene un papel importante

en la decision del destino celular.

Un inconveniente para el estudio de la dinamica de expresién es la heterogeneidad
gue se observa a nivel de una sola célula, a pesar de ello se ha logrado determinar
gue existe una diversidad en la dinamica de expresion de genes blanco para p53,
los cuales tienen diferentes tiempos, niveles y patrones de induccién. Por ejemplo,
algunos genes blanco como CDKN1A muestran picos en los niveles de mRNA
siguiendo los picos de p53, mientras que otros genes como DDB2 alcanzan un
maximo de expresion que es continuamente acumulado. De esta manera, se ha
propuesto que la decision que tomara la célula esta coordinada entre la dinamica
relativa de multiples genes y abundancia de las proteinas, que de hecho varian con
la dinAmica de expresion de p53 (46,47).

El rol de p53 en el control de la respuesta especifica a dafio alin sigue siendo motivo
de investigacion, debido al extenso nimero de mecanismos reguladores que se

conocen hasta ahora por parte del guardian del genoma.
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Figura 11. Regulacién del destino celular mediado por p53 como respuesta al dafio de DNA.
Modificada de Hafner A, 2019.

Interaccion de p53 con E2

Desde hace varios afos, se han descrito actividades de E2 relacionadas con la
induccién de apoptosis a través de mecanismos dependientes e independientes de
p53. Ademas se ha visto que p53 puede inhibir especificamente la replicacion viral
del DNA del VPH, por lo que no es inconcebible que algunas de estas actividades

de E2 estén mediadas por su asociacion con p53 (21,48).

Se demostré a través de estudios in vitro e in vivo, que existe una interaccion fisica
entre la proteina p53 y la proteina E2 del VPH16 mediante residuos en el dominio
carboxilo terminal de p53; ademas en este mismo trabajo, un analisis mutacional de
p53 indicé que las secuencias en el dominio de unién a DNA y de oligomerizacion

son esenciales para la interaccion (48).

Aunque p53 ha sido encontrado en centros de replicacion viral, el papel preciso no
es bien conocido, sin embargo, se sugiere que puede estar implicado en la
replicacion del DNA y/o procesos de reparacion en células transformadas por VPH,
esto a pesar de que la proteina p53 se encuentra en niveles bajos en este tipo de
células, ya que es degradada por la proteina viral E6. En contraste, se ha visto que

p53 puede inhibir la replicacion del VPH 11 y 16 a traves de la interaccion con la
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proteina E2. De forma interesante, el dominio C-terminal de la proteina E2 del VPH
11 no puede unirse a p53 y no induce apoptosis en células tanto transformadas
como no transformadas, lo que sugiere que p53 debe inhibir la replicaciéon del VPH
11 por otro mecanismo. La represion de la replicacion del VPH a través de p53 debe
ser un mecanismo celular que actua para limitar la infeccion viral, sin embargo, es

posible que tenga algun beneficio sutil en la viabilidad del virus (49,50).

La asociacion E2-p53 debe ser considerada relevante para algunas de las
actividades conocidas de E2 que no estan relacionadas con la expresion viral, tales
como la induccién de apoptosis. A pesar de que el mecanismo es controversial, la
induccién apoptética esta bien documentada en células que sobre-expresan E2,
interesantemente se ha demostrado que en el VPH 16 la induccidn de apoptosis por
E2 involucra la activacion de la caspasa 8 a través de la via extrinseca. Este posible
mecanismo parece ser especifico de los genotipos de alto riesgo, pues los genotipos
de bajo riesgo como el 6 y 11 no inducen muerte celular en experimentos

comparables (50,51).

Se tiene la hipétesis que existen dos mecanismos independientes mediante los
cuales E2 induce muerte celular. Uno dependiente de p53 que necesita la union de
esta proteina con el C-terminal de E2 y puede ocurrir s6lo en células positivas para
p53, mientras que el otro posible mecanismo es independiente de p53, pero
dependiente de caspasa 8 que puede ser mediado por el dominio amino terminal de

E2 y que sucede en lineas celulares positivas y negativas para p53 (50).

Alun permanecen siendo hipoétesis las razones por las que la proteina viral E2
favorece la induccién de apoptosis de forma dependiente e independiente de p53,
aungue por su relevancia fisiologica en la apoptosis in vivo, se puede especular que
E2 ayuda a liberar las nuevas particulas virales a través de este proceso biolégico.
Sin embargo, no debe olvidarse las diferencias entre los genotipos de alto y bajo
riesgo para estimular apoptosis, siendo las proteinas E2 de los genotipos de bajo

riesgo incapaces de inducirla (50,51).

Por otra parte, el efecto mejor caracterizado de E2 en el ciclo celular ha sido el

arresto del crecimiento, esto debido a la represion de los transcritos E6/E7 y la
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reactivacion de las vias de p53 y RB. Se piensa que p53 esta involucrado en la
induccién del punto de control mitético y que E2 suprime la accion de p53,

permitiendo asi la re-replicacién (50).

Como ya se ha mencionado, el impacto que tiene E2 sobre la expresion de genes
involucrados en procesos como proliferacion, diferenciacion, apoptosis y
senescencia, es gracias a la capacidad que tiene E2 de interactuar con proteinas

celulares.

En cuanto a diferenciacion, es conocido que E2 es uno de los primeros genes
expresados en la capa basal epitelial durante la infeccion, sus efectos en
diferenciacion temprana fueron estudiados en queratinocitos humanos
inmortalizados, donde a través de la deteccion de receptores de membrana se
demostré la presencia de tres subpoblaciones celulares, una de las cuales, es
pequefia y posee caracteristicas de células progenitoras. Al expresar a la proteina
E2 del VPH16 en esta linea celular se observd un cambio significativo en la
proporcién de las subpoblaciones celulares, disminuyendo drasticamente la
poblacion con caracteristicas progenitoras, por lo tanto, favoreciéndose la
diferenciacion temprana en las células (52). Los mecanismos implicados en este
fendmeno probablemente involucren a la proteina p53, por su conocida interaccion

con E2.

Avances recientes como el perfil genémico de células troncales embrionarias han
descubierto algunos mecanismos sobre las funciones de p53 en diferenciacion y
desarrollo celular. Se ha demostrado que en usencia de p53 e incluso con niveles
bajos de ella, se favorece la formacién y proliferacion de las células madre, mientras
gue altos niveles promueven diferenciacion y la pérdida de células madre (53). Cabe
mencionar que las actividades transcripcionales de p53 en el arresto del ciclo celular
y reparacion del DNA estan apagadas en las células progenitoras, sin embargo, tras
la induccién de la diferenciacion, p53 se activa, MDM-2 lo autoregula y la divisiéon
celular se detiene al ritmo en el que p21 se transcribe. Aunque no se sabe quién
inactiva a p53 en las células madre, se cree que una deacetilasa de histonas puede
estar involucrada (53).
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En este sentido, se han descrito diversas vias reguladas por p53 que son
especificas para células somaticas y que son activadas bajo condiciones de estrés
como son: la ferroptosis y la autofagia. En cambio, p53 en las células madre regula
la pluripotencia y diferenciacion (54) (figura 12), en cuyo caso no es de sorprender
gue en el contexto de una infeccion por VPH en las células epiteliales basales, la

interaccion de E2 con p53 pueda estar implicada en la diferenciacion temprana.

Somatic cells

- Cell death
Ferroptnsis - Proliferative arrest
(e.g. SLCTATY) - Repression of oncogenic signaling
- Dampening of metabolic reprogramming
) — ~ ™~ N Inhibiti ™
nhibition of .
Celicycle || apoptosis || Metabolism || DNA repair || mobility and || "ammaton
arrest (e.g. GLUT1) . . and/or TME
(e.g. PUMA) g (e.9. ATM) invasiveness
(e.g. CDKN1A) (e.g. miR.2000) {e.g. THBST)
o AN vy AN \\e9 /
Stem cells Repression of §' promotion of

pluripotency B gifferentiation

(e.g. Nanog,
- Block of reprogramming LncPRESSY) {e.g. HOXAT)

- Restraint of stemness

- Maintenance of homeostasis

Figura 12. Mecanismos regulados por p53 en células somaticas y células madre. Tomado
de Jain A, 2018 (54)

Otro mecanismo relacionado en la diferenciacion es la via WNT, la cual es altamente
expresada en células progenitoras y es requerida para la division y diferenciacion
celular. De forma interesante, esta via también converge en genes involucrados en
procesos celulares como apoptosis y proliferacion celular, lo que no descarta
nuevamente la participacion de p53 (53). Por otro lado, un perfil de expresion en
células C-33A indic6 que la presencia de E2 del VPH16 modifica vias importantes
de sefalizacion como WNT, siendo esta via la mas afectada ya que se encontraron

en ella 28 genes afectados a la baja y 15 genes regulados a la alza (55).
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ANTECEDENTES

La proteina viral E2 del VPH es de suma importancia para el ciclo productivo y el
desarrollo de infecciones persistentes. El ciclo productivo puede causar lesiones
hiperproliferativas benignas o en algunos casos tener el potencial para desarrollar
cancer. Descifrar el papel especifico de E2 de los papilomavirus de alto riesgo como
el 16 y 18 en la conversion carcinogénica ha sido motivo de estudio desde hace

algunos afios (21,23).

Se sabe que E2 es una proteina de expresion temprana que tiene actividad
multifuncional, capaz de ejercer sus funciones a través de la interaccién con
diferentes blancos, dentro de los que se incluyen factores virales y celulares que
son necesarios para la expresion gendémica viral, segregacion y replicacion o para

proveer condiciones celulares favorables (23).

La recoleccion en tres diferentes bases de datos, sefialé al menos 57 proteinas
celulares que se unen ya sea a la proteina E2 prototipo, 0 a versiones truncas de
ella. Un analisis posterior mas fino determiné cuatro familias de proteinas con base
en los procesos bioldgicos celulares donde participan y que tienen mayor interaccion
con E2, siendo estos procesos; la regulacion de la transcripcion, procesamiento de

RNA, apoptosis y ciclo celular.

En nuestro grupo de trabajo, se han analizado los genes y procesos biolégicos que
son regulados por la proteina E2 del VPH16. A través de un perfil de expresion
génica generado por microarreglos en células C-33A en las que se expreso
mediante un vector adenoviral al transcrito E216, se determind que 581 genes
modificaron su expresion a la alza y 1048 genes a la baja, de los cuales 12
pertenecen a la via de p53 (55).

Una de las proteinas con las que interactia E2 es con p53, ya que se ha demostrado
Su interaccion in vitro e in vivo involucrando los dominios de oligomerizacion y de
unidn al DNA de p53 con el dominio C-terminal de E2 (48). La proteina p53 tiene
relevancia a nivel celular debido a su extensa participacion en la decision que toma

la célula en respuesta a diferentes estimulos, incluyendo dafio (49).
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En nuestro grupo, se ha estudiado el efecto que la proteina E2 del VPH-16
expresada de forma estable ejerce sobre promotores regulados por p53 en
ambientes celulares que presentan diferente estado de este gen (silvestre, mutado
o nulo). Se encontré que en un ambiente celular de p53 silvestre, la presencia de
E2 del VPH16 provoca una activaciéon transcripcional en promotores de genes de
respuesta a dafio como GADD45A de hasta un 50% mas que su control
correspondiente. Por otro lado, las células que presentaban un ambiente carente de
p53 o0 con p53 mutado presentaron represion del gen GADDA45A, sugiriendo
interacciones dinamicas entre la proteina viral E216 y p53 que favorecen la actividad

transcripcional (56).

Ademads, dentro del grupo también se ha estudiado el efecto de la proteina E2 del
VPHL16 sobre la respuesta transcripcional de p53 frente a un estimulo de dafo por
doxorrubicina en ambientes p53 silvestre y nulo. Los resultados mas destacados
indican que en presencia de E2-16, la expresién de algunos genes de respuesta
temprana a dafio se incrementa de manera considerable, al igual que la union de
p53 a su promotor, mientras que para algunos genes de respuesta tardia existe una
disminucidn en su expresion en presencia de dafio. Se sugiere entonces que hay
una regulacién especifica dependiente de E2 para los promotores de algunos genes

que son responsivos a p53.

JUSTIFICACION

Debido a que el VPH 16 es un agente viral de alto riesgo, promotor de tumores y
responsable de alrededor del 55% de los casos de cancer cervical (cuarto tipo de
cancer mas comun en mujeres y la causa mas frecuente de muerte relacionada a
cancer en esta misma poblacion), se vuelve necesario entender los mecanismos
moleculares que conllevan a la transformacion cancerigena de la célula por este

virus.

La proteina E2 es una de las proteinas de expresion temprana del genoma viral que
es esencial para la persistencia del virus. Se sabe que regula la replicacién viral y

la transcripcién tanto del virus como de su célula huésped a través de la interaccion
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con diferentes proteinas de importancia transcripcional. Una de estas proteinas es
p53, conocida como el guardian del genoma, responsable de la respuesta celular
decisiva en situaciones de estrés a través de la regulacion principalmente
transcripcional de mudltiples genes involucrados en procesos como apoptosis,

reparacion del DNA, arresto del ciclo celular, entre otros.

De esta manera y con base en los estudios realizados en el grupo de trabajo, se
propone gue el estudio de la interaccion de la proteina E2 del VPH16 con la proteina
p53 que es esencial en la respuesta a dafio mediante la activacion transcripcional
de genes asociados a diversos procesos celulares, ayudard a entender los
mecanismos en los que esta involucrada la proteina E2 y que la hace importante
para la persistencia viral, la cual representa un factor de riesgo para el desarrollo de

cancer.

HIPOTESIS

La respuesta de p53 generada por el estimulo de dafio con doxorrubicina es

afectada por la expresion prolongada del gen E2 del VPH16.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la expresion constitutiva del gen E2 del VPH16 sobre la via

de p53 en respuesta a dafio inducido por doxorrubicina.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 Evaluar los posibles cambios en los niveles de la proteina p53 tras la

expresion constitutiva del gen E2 del VPH16 en la linea celular RKO (p53wt).

4 Evaluar los posibles cambios en la respuesta transcripcional de genes
implicados en la respuesta de p53 tras la expresion constitutiva del gen E2
del VPH16 en la linea celular RKO.

4 Evaluar los posibles cambios en la respuesta transcripcional de genes
implicados en la respuesta de p53, generados como respuesta al estimulo

de dafio por doxorrubicina en las lineas celulares RKO WT y RKO E216.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinar el efecto de la
expresion constitutiva del
gen E2 del VPH16 sobre la
via de p53

Modelo de estudio:
Lineas celulares
RKO WTy RKO E216

Evaluacion de la
expresion constitutiva de
E2

Evaluacion de la
expresion constitutiva de
E2 tras el estimulo de
dafo con doxorrubicina

Evaluacion de los genes

Evaluacion del nivel de
proteina p53 por Western
Blot

proliferacion celular por

Evaluacion de

azul alamar

p21y Mdm2 que son
responsivos a p53 por

gPCR

p2ly

Evaluacion de los genes

Mdm2 que son

responsivos a p53 por

gPCR

33



MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Las células RKO y RKO EZ216, estas (generadas previamente en el laboratorio),
conservadas en crioviales a -70°C se descongelaron en un bafio de agua a 37°C
por 1 minuto. Se crecieron en cajas de cultivo p100 en medio DMEM (Dulbecco's
Modification of Eagle's Medium) (Invitrogen, CA, USA) suplementado con suero fetal
bovino al 10% (Gibco, NY, USA), L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1mM),
penicilina (50U/mL) y estreptomicina (50ug/pL). Ambas lineas celulares se
incubaron en un ambiente humedo con CO:2 al 5% y 37°C de temperatura hasta que

alcanzaron la fase de crecimiento exponencial.

Tratamiento con doxorrubicina

Para activar la respuesta de p53, a las células se les indujo dafio usando el farmaco
doxorrubicina o también llamado adriamicina, la cual es una molécula plana del
grupo de las antraciclinas derivada de bacterias del género Streptomyces peucetius.
Este farmaco es un agente citotoxico usado ampliamente a nivel clinico como
tratamiento para eliminar tumores liquidos y soélidos. Los mecanismos moleculares
mediante los cuales causa dafio y posteriormente muerte celular permanecen
siendo inciertos, sin embargo, se han propuesto algunos, entre los cuales se incluye
el bloqueo de la topoisomerasa IlI, la formacion de aductos en el DNA, estrés
oxidativo y sobreproduccion de ceramida (57).

A partir de células RKO y RKO E2 crecidas a una confluencia aproximada del 80%,
las monocapas celulares se lavaron con PBS (Phosphate Buffered Saline pH 7.2) y
posteriormente se agregd doxorrubicina (solubilizada en agua) (Santa Cruz, CAS
23214-92-8) a una concentracion final de 1 uM en 3mL de medio DMEM
suplementado.

Las células se cosecharon transcurridas 0, 4, 8, 12 y 24 horas posterior al
tratamiento, se resuspendio la pastilla celular en 1mL de PBS y se centrifugé a 1500

rpm por 6 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se agregaron 600 pL de TRIzol™
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(Invitrogen, CA, USA), se resuspendid la pastilla celular y se almacené a -70°C

hasta su uso.

Como control negativo, se cosecharon células sembradas bajo las mismas

condiciones, pero sin agregar doxorrubicina.

Western Blot

Lisado celular

Las células RKO y RKO E2 se crecieron hasta alcanzar una confluencia aproximada

del 80% en cajas p100. Se lavaron las células una vez con PBS y se cosecharon

con micropipeta en un tubo conico de 1.5 mL; se retir6 el sobrenadante y se

agregaron directamente a la pastilla celular 150 pL de RIPA suplementado con

inhibidores de fosfatasas y proteasas. Se resuspendio con la punta de la pipeta y

se dejo reposar en hielo para proceder a sonicar la muestra.

Para el sonicado se ajustaron los siguientes parametros:

Duty cycle

10%

Output control

2

A cada muestra se le dieron 3 ciclos de 3 pulsos de 20s con descansos de 20s entre

pulsos y ademas descansos de 1 min. entre cada ciclo como lo muestra el diagrama.

MM phn MM

1 min

Ciclo 1 Ciclo 2

1 min

MM pl

Ciclo 3

Una vez concluida la sonicacion de las muestras, se centrifugaron a 10000 rpm por

5 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante y se almacené a -70°C.

Cuantificaciéon de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas usando el método de Lowry, para lo cual se

prepar0 una curva estandar a partir de una solucion stock de albumina a una
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concentracion de 3 pg/uL con buffer de lisis. Se prepararon diluciones seriadas a
partir de esta solucion y se midio la densidad 6ptica en un espectrofotbmetro
Multiskan GO (Thermo Scientific, Massachusetts, USA). En el anexo se muestra

una curva de cuantificacion representativa de la cuantificacion.

Deteccion por WB

Para la deteccidon de p53 en las lineas celulares RKO WT y RKO E2 se usaron 40
Hg de proteina total. Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 8% con SDS, la electroforesis se llevo a cabo a 90 V por 2.5 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0.45 pum con una corriente de

0.22 mA a 4°C por 1 hora con metanol al 20%.

Luego, la membrana se bloqueé a temperatura ambiente por 1 hora con leche al 5%
(leche descremada en polvo baja en grasa, Svelty, Nestle®) con Tris Buffer Salino
al 1X preparado con Tween 20 al 0.1%. Posteriormente se incub6 con el anticuerpo
primario anti-p53 DO-1 (sc-126, Santa Cruz Biotechnology) a una concentracion
1:500 en leche al 5% con TBS/Tween al 0.1% toda la noche a 4°C con agitacion

suave.

Se realizaron 3 lavados suaves por 10 minutos cada uno con TBS/Tween al 0.1%y
se incubd con el anticuerpo secundario peroxidado anti-lg de raton (65-6120,
Molecular Probes Thermo Fisher Scientific) a una concentracion de 1:5000 con
leche al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente; posteriormente se lavo la
membrana suavemente (3 veces por 5 minutos) y se reveld agregando luminol y
peroxidasa directamente en la membrana para que la sefal se revele en placas

fotograficas.

Finalmente se tifid la membrana con rojo de Ponceau para la deteccion de las
proteinas totales. El nivel de expresion relativa se determiné con ayuda del

programa ImageJ.
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Ensayo de proliferacion celular

Para medir la proliferacion celular, se emple6 el colorante azul alamar, también
llamado resazurina, el cual es un importante indicador redox que es usado para
evaluar la funciébn metabdlica en las células. El azul alamar es reducido por las
células formando un compuesto rosa llamado resorufina que es altamente

fluorescente y se detecta a 590 nm (58).

En una placa de 24 pozos se sembraron 50 000 células RKO WT y RKO E2 (12
pozos para cada linea celular). Pasadas 24 horas, se observaron las células al
microscopio para asegurar que estuvieran bien adheridas y morfologicamente
integras. Se retird el medio de los 6 primeros pozos y se lavaron las células con 450
UL de PBS; posteriormente se agregaron 450 uL de Opti-MEM®, se homogenizé la
placa suavemente y enseguida se agregaron 50 pL de azul alamar.

Transcurridas 3 horas, se colocaron 150 pL del sobrenadante de cada pozo en
donde se encuentra la poblacion celular que se esta evaluando y se transfirieron en
una placa oscura para leerse mediante fluorometria a 590 nm. De forma simultanea,

se toma lectura del control negativo (450 pL de Opti-MEM® y 50 pL de azul alamar).
El proceso se repitié cada 24 horas por 4 dias.

Ensayo de expresion relativa

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizé usando el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo
Research, CA, USA). El fundamento de esta técnica es la separacion del acido
nucleico usando una columna de silice, que por atraccion de cargas y favorecida
por altas concentraciones de sales retienen al RNA en la matriz hasta su elucion.
Para descartar la presencia de DNA se hace un tratamiento con DNasa |

directamente en la columna.

Las muestras resuspendidas previamente en TRIzol™ que se almacenaron a -70°C

se colocaron a temperatura ambiente por aproximadamente 15 min para
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atemperarse; transcurrido el tiempo se agregaron 600 pL de etanol absoluto frio a

cada muestra y se homogenizé por inversion.

La mitad del volumen de cada muestra se transfirié a una columna de silice (Zymo-
Spin™ Column) y se centrifugé a 9300 rpm, 4°C por 2 minutos; se descart6 el
sobrenadante y se agrego el resto del volumen de la muestra para posteriormente

centrifugarse bajo las mismas condiciones y desechar el sobrenadante.

Se agregaron 400 pL del buffer de lavado Direct-zol™ RNA Wash Buffer a la
columna y se centrifugd a 9300 rpm, 4°C por 2 minutos. Se descartd el
sobrenadante y se agregaron directamente a la columna 5 pL de DNasa | (6 U/pL)
previamente diluida con 75 puL de DNA digestion buffer y se incub6 a temperatura
ambiente por 50 minutos. Transcurrido el tiempo se agregaron 400 pL del buffer de
lavado Direct-zol™ RNA PreWash buffer a la columna y se centrifug6é a 9300 rpm,
4°C por 2 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron nuevamente 400
uL del buffer de lavado Direct-zol™ RNA PreWash buffer a la columna y se

centrifugd a 9300 rpm, 4°C por 2 minutos.

Se agregaron 700 pL de Direct-zol™ RNA Wash buffer a la columna y se centrifugé
a 9300 rpm, 4°C por 2 minutos, se descarté el sobrenadante y se transfirid la
columna a un tubo cénico de 1.5 mL para eluir el RNA. Se agregaron directamente
a la columna 50 pL de agua libre de nucleasas y se centrifug6 a 9300 rpm, 4°C por

2 minutos. Las muestras se almacenaron a -70°C.

Cuantificacion de RNA

Las muestras de RNA se cuantificaron por espectrofotometria con un equipo
NanoDrop™ 2000, el cual detecta la absorbancia de las muestras a las longitudes
de onda 260 nm, 280 nm y 230 nm para determinar la concentracion del RNA en
ng/uL y su pureza a traves de los indices 260/280 y 260/230. Cuando el primer
indice tiene un valor aproximado a 2.0 se considera como un RNA puro, si este
indice es menor a 1.8 se infiere la presencia de proteinas, fenol u otros
contaminantes que absorben a 280 nm. Por otro lado, el indice 260/230 es usado

como una segunda medida de pureza y estos valores son ligeramente mas altos
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gue el primer indice. De esta forma se considera que el acido nucleico esta puro
cuando los valores se encuentran entre 2.0 y 2.2, de modo que valores menores a

estos son predictores de impurezas.

Una vez que se determind la concentracion de la muestra, se hicieron diluciones a

100 ng/pL usando agua libre de nucleasas.

Tratamiento con DNasa |

Para quitar los posibles remanentes de DNA gendmico en las muestras de RNA se
realiz6 un tratamiento post-purificacion con RQ1 RNase-Free DNase (Promega,

Wisconsin, USA) como a continuacion se describe:

Volumen por reaccion

RNA (100 ng/uL) 8 puL
RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer 1L
RQ1 RNase-Free DNase 1L
Volumen final A 10 pL

Una vez completadas las reacciones, se colocaron en el termociclador a 37°C por
1 hora y media. Al concluir el tiempo, fue necesario inactivar a la DNasa por lo que
se agregd 1 pL de solucion de paro RQ1 DNase Stop Solution a cada reaccion y se
incubd a 65°C por 10 minutos.

PCR de punto final para excluir contaminacion con DNA

Con el fin de garantizar que el tratamiento con DNasa fuera efectivo y que las
muestras no estuvieran contaminadas con DNA gendémico que pudiera interferir en
los andlisis posteriores, se realizd una reaccion de PCR en punto final usando
oligonucledtidos que amplifican el gen B2-microglobulina que por su disefio hibridan
entre exones consecutivos permitiendo detectar contaminacion con DNA gendémico.
De esta forma, el producto especifico es de 102 pb, mientras que un producto de

762 pb indica contaminacion (figura 13).
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Figura 13. Productos de amplificacion de PCR que ilustran a [32-microglobulina como
marcador de contaminacion con DNA gendmico. Gel de agarosa al 1.5%.

La secuencia de los oligonucleoétidos es la siguiente:

p2-microglobulinaE

Fw 5 ACCCCCACTTGAAAAAGATGAGTA 3’

Rv 5 ATGATGCTGCTTACATGTCTCGA 3

La mezcla de reaccion para la PCR en punto final comprende los siguientes

elementos:

Volumen por reaccion
5X GoTaq® Flexi buffer 5uL
MgCl2 (25 mM)* 1.5puL
dNTPs (10 mM)* 1L
Primer (2.5 pM) *

Forward 1L

Reverse 1L
Muestra (RNA) 2 uL
GoTag® DNA polimerasa (5 u/uL) 0.2 uL
Agua libre de nucleasas 13.3 uL

40



Volumen final 25 uL

*Concentracion final en la reaccion.

Una vez preparada la mezcla de reaccidn, las muestras se amplificaron en un

termociclador donde se sometieron a las siguientes temperaturas:

Ciclos Temperatura Tiempo

1 94°C 4:00 min
94°C 1:00 min
30 60°C 0:45 min
72°C 0:45 min
72°C 7:00 min
2
4°C 00

Cuando concluyeron los ciclos de amplificacion, las muestras se corrieron en un gel
de agarosa al 1.5% el cual se prepar6 pesando 0.6 g de agarosa que se diluyeron
posteriormente en 40 mL de TAE 1X y se tifie con 1.5 pL de bromuro de etidio (5
mg/mL). En el gel se cargaron 5 pL del producto de PCR y se mezclaron con 1 pL
de buffer de carga para posteriormente correrlo a 70 V por 50 minutos. Los

productos de amplificacién se observaron con luz UV en un fotodocumentador.

Sintesis de cDNA

Una vez comprobado que las muestras de RNA no contuvieran DNA gendémico
contaminante, se realizé la sintesis de DNA complementario (cDNA) usando como
molde las muestras de RNA de una sola cadena, en una reaccion que es catalizada
por la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Wisconsin, USA). Es de
importancia sefalar que el cDNA es derivado de RNA mensajero maduro, es decir
gue sOlo contiene exones por lo que servird para medir la expresion relativa de los

genes de interés.
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Se prepararon mezclas de reaccion directamente en los tubos del RNA tratado con

DNasa como a continuacion se describe:

Volumen por reaccion

M-MLV RT 5X Reaction buffer 5uL
dNTPs (10mM) 5 uL
RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40u/pL) 0.6 pL
M-MLV Reverse Transcriptase (200 u/uL) 1L
Oligo(dT)15 Primer 1puL
Agua libre de nucleasas 2.4 1L

Es importante mencionar que primero se agrego el Oligo(dT)15 Primer y el agua
libre de nucleasas directamente en el tubo en donde se tiene el RNA previamente
tratado con DNasa, calentando en el termociclador a 70°C por 5 min. Posteriormente
se agregaron los demas componentes de la mezcla de reaccién y se incub6 a 42°C
por 1 hora y 30 minutos. Concluido el tiempo, las muestras se almacenaron a -20°C

hasta su uso.

gPCR

Para medir la expresion relativa de los genes de interés, se uso la técnica de PCR
en tiempo real cuantitativa con el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(2X) (Thermo Scientific, Massachusetts, USA) el cual contiene el intercalante
fluorescente SYBR Green |, que tiene la capacidad de unirse a DNA de doble
cadena y es entonces cuando emite fluorescencia. De esta forma, mientras mas
DNA duplex esté presente, la sefal fluorescente incrementa proporcionalmente,
dando asi la concentracion de la muestra. Para cada reaccion se usa cDNA como

molde, el cual no contiene DNA gendmico contaminante.

Para determinar la expresion de cada gen, se usa el método de comparacion relativa

0 225Ct De esta forma, se mide la expresion de un gen especifico respecto a un gen
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de referencia o housekeeping el cual no modifica su expresion de forma importante

en el modelo de estudio que se esté usando.

Se prepard una mezcla de reaccion como a continuacion se describe:

Volumen por reaccién

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 7.5 uL
Forward Primer (0.13 uM) * 0.2 uL
Reverse Primer (0.13 uM)* 0.2 uL
cDNA 2.5 L
Agua libre de nucleasas 4.6 uL
Volumen final 15 pL

*Concentracion final en la reaccion

Las secuencias de los oligonucledtidos son las siguientes:

Gen Secuencia

p2-microglobulina | FW 5’ ACCCCCACTTGAAAAAGATGAGTA 3

(Gen de referencia)

Rv 5" ATGATGCTGCTTACATGTCTCGA 3’

Fw 5 AAGACCATGTGGACCTGTCA 3’

Cip/p21
Rv 5 GGCTTCCTCTTGGAGAAGAT 3
Fw 5 GTCTGTACCTACTGATGGTGCTGT 3’
Mm2 Rv 5 GTGCACCAACAGACTTTAATAACTTCA 3
Fw 5 TGCGGGTGGTCAGGTAAT ¥
E2

Rv 5 TGGTCGCTGGATAGTCGT 3’
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Una vez que las mezclas estuvieron preparadas, se centrifugaron los tubos para
asegurar que todo el liquido estuviera en el fondo y que no hubiera burbujas, ya que
estas interfieren con la deteccion de fluorescencia. A continuacion, se colocaron en
el termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems,

California, USA) bajo las siguientes condiciones:

Ciclos Temperatura Tiempo

1 95°C 15:00 min

95°C 00:15 min
40

60°C 1:00 min

95°C 00:15 min
1

60°C 01:00 min

(Curva melting)

95°C 00:15 min

1 4°C 0

Las curvas de disociacién o curvas melting ayudan a distinguir los productos de
amplificacion de acuerdo a su Tm, ya que ésta es afectada principalmente por la
longitud, contenido de GC y presencia de mismatch. Analizando las graficas
resultantes de la cinética de disociacion de los fragmentos resultantes, se pueden
identificar productos inespecificos tales como dimeros de oligonucledétidos.

Para el analisis de la expresién relativa una vez obtenidos los valores de Ct para
cada muestra, se usé el método de 222t el cual sefiala cuantas veces mas o
cuantas veces menos se expresa un gen respecto al gen de referencia (Fold

Change). A continuacion, las formulas:
ACt = Gen de estudio — Gen de referencia
AACt = ACt condicién a estudiar — ACt condicién control

Fold Change = 2-8ACt
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RESULTADOS

Determinacion de los niveles de la proteina p53

Lo primero que se evaluo para determinar el efecto de la expresién constitutiva de
E2 del VPH16 fue a la proteina p53 en la linea celular RKO a través de la técnica
de Western Blot. Los resultados y la cuantificacién de la proteina se muestran en la

figura 14.
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Figura 14. Nivel de expresion de la proteina p53. A) Western Blot para p53 en las células
RKO WT y RKO E2 normalizado con proteinas totales. B) Densitometria para la
cuantificacién de la proteina p53 en ambas lineas celulares. Los datos representan los
resultados de un duplicado técnico.

Como se puede observar en la figura 14, al evaluar la expresion de la proteina p53
solo tras la expresion constitutiva de E2, es decir sin ningan estimulo de dario, la
cantidad relativa de p53 es ligeramente menor. Los resultados se comprueban al
realizar la cuantificacion de la cantidad de proteina a través de una densitometria,
en donde se aprecia que la cantidad de p53 en las células RKO E2 es

aproximadamente 0.4 veces menor respecto a las células control.
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La presencia de E2 aumenta la proliferacién de las células RKO

El hecho de que la presencia de E2 en la linea celular RKO provoque cambios en
la expresion de la proteina p53 y sabiendo la importancia que tiene esta proteina en
procesos principalmente de cancer, donde su ausencia favorece la proliferacion
celular, se midié este proceso biologico. El ensayo se realizo a través del uso de

azul alamar y sembrando de forma inicial el mismo namero de células (figura 15).
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Figura 15. Ensayo de proliferacion celular en las lineas celulares RKO WT y RKO E2
durante 4 dias de cultivo. Los datos representan la media y SD de tres réplicas técnicas.

Los resultados de proliferacion celular indican que la linea celular que expresa la
proteina viral E2 del VPH16 prolifera ligeramente mas rapido a partir del segundo
dia de cultivo en comparacién con la linea celular control. De este modo, se
corrobora que E2 ejerce funciones importantes en la célula que modifican su
comportamiento y que se relacionan probablemente con su interaccién con la

proteina p53.

Ensayos de expresion relativa

Extraccion de RNA

Posteriormente, se evalud la respuesta de p53 a través de la evaluacion de genes
responsivos a esta proteina, p21 y Mdmz2. Primero se evaluaron estos genes tras la
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expresion constitutiva de E2 y posteriormente frente al estimulo de dafio con

doxorrubicina.

Después de que se extrajo el RNA de ambas lineas celulares, se midi6 la
concentracion, asi como los indices de pureza por espectrofotometria. Algunas de

las muestras que se usaron se encuentran en la siguiente tabla:

Muestra Concentracion 260/280 260/230

RNA RKO WT 161.5 ng/puL 2.03 2.23

RNA RKOWT T4  121.4 ng/uL 2.03 2.03

RNA RKO E2 111.5 ng/pL 2.04 2.22

RNA RKO E2 T4 112.3 ng/puL 2.02 2.19

RKO WT T4: Células Wild Type 4 h después del tratamiento con doxorrubicina, RKO E2 T4: Células

RKO transducidas con E2 4 h después del tratamiento con doxorrubicina.

Como se puede observar, los indices indican que la pureza obtenida del material
genético es buena y asi fue con el resto de las muestras que se emplearon.
Posteriormente, se corroboré que las muestras no tuvieran DNA contaminante a

través de una PCR de punto final (figura 16).
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Figura 16. PCR de punto final para 2-microglobulina. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio.
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Una vez que se corrobor6 que se tenia RNA de buena calidad y libre de
contaminacion con DNA, se procedi6 a sintetizar cDONA y se corroboro la expresion

de E2 en cada linea celular y de esta manera validar el modelo de estudio.

1. RKOWT
2. RKOWT -
3. RKOE2
4. RKO E2
5 MP
500
100

Figura 17. PCR de punto final para E2. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Expresién relativa de genes responsivos a p53

Posteriormente, se midié la expresién relativa de los genes responsivos a p53
mediante gPCR. En primera instancia, se midio la expresion relativa de p21 y Mdm2
con el fin de evaluar la respuesta de estos genes tras la expresion constitutiva de
E2 en la linea celular RKO. Primero se evalud la formacion de dimeros de primers
en los ensayos de qPCR a través del andlisis de las curvas de disociacién que se

muestran a continuacion.
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Figura 18. Curvas de disociacion de A) 32-microglobulina, B) p21 y C) Mdm2 que muestran
la especificidad de los productos de amplificacion.

Sabiendo que los productos de amplificacién son especificos, se procedié a medir
la expresion relativa de p21 y Mdm2 en las lineas celulares RKO WT y RKO E2
(figura 19). Se observa que en el caso del gen p21 existe un ligero aumento en la
expresion en las células RKO E2, mientras que el gen Mdm2 tiende a disminuir
ligeramente para estas mismas células. Los resultados sugieren que aunque la
presencia de E2 en las células RKO afecta la expresion de los genes p21 y Mdm2,

estos efectos no suceden de manera drastica.
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Figura 19. Expresion relativa de A) p21 y B) Mdm2 en células RKO WT y RKO E2. Los
resultados representan la media y SD de dos experimentos independientes.

Debido a que no se observaron cambios drasticos en la expresion de los genes
responsivos a p53 solo tras la expresion constitutiva de E2, se procedio a estimular
la respuesta a dafio de p53 mediante tratamientos con doxorrubicina y se midio la

expresion de estos mismos genes.

Se midi6 en primer lugar la expresion de p21 en las células RKO WT alas 0, 4 ,8,
12 y 24 horas posteriores al estimulo de dafio con doxorrubicina 1 uM. De forma
simultanea se midio la expresion de células RKO WT sin estimulo a los mismos
tiempos como control negativo al tratamiento. Se puede observar en la grafica
(figura 20) que la expresion del gen p21 aumenta de forma ascendente hasta las
24h en las células estimuladas al dafio con doxorrubicina. En contraste y de forma
esperada, las células que no recibieron el estimulo no cambiaron la expresiéon de
p21l a traves del tiempo y se mantuvieron de forma similar a lo observado al tiempo

cero.
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Figura 20. Expresion relativa de p21 en células RKO WT alas 0, 4, 8, 12 y 24 horas posterior
al estimulo de dafio con doxorrubicina 1 uM (barras rojas) en comparacion con células RKO
WT no estimuladas (barras verdes). Los resultados representan la media y SD de dos
experimentos independientes.

Por otro lado, cuando se mide la expresion relativa de este mismo gen en las células
gue expresan constitutivamente E2 del VPH16, se observa el mismo
comportamiento que las células RKO WT, es decir, la expresion se mantiene en
todos los tiempos medidos. Sin embargo, cuando se estimula el dafio con
doxorrubicina, a pesar de que también se observa un aumento gradual hasta las 12

horas, éste es menor en comparacion con las células WT (figura 21).
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Figura 21. Expresion relativa de p21 en células RKO E2 alas 0, 4, 8, 12 y 24 horas posterior
al estimulo de dafio con doxorrubicina 1 uM (barras rosas) en comparacion con células
RKO E2 no estimuladas (barras amarillas). Los resultados representan la media y SD de
dos experimentos independientes.

Cuando se compara la respuesta de las células RKO WT con las células RKO E2 al
dafio inducido por doxorrubicina (figura 22) se puede observar que la respuesta
maxima de expresion de las células RKO WT se da a las 24 horas, aumentando la
abundancia del mMRNA de p21 aproximadamente 12 veces respecto al tiempo cero.
Por otro lado, en la linea celular RKO E2 la respuesta maxima se alcanza a las 12
horas después del estimulo de dafio, siento este aumento de aproximadamente 5

veces respecto al tiempo inicial.

Los resultados obtenidos parecen indicar que la presencia de E2 del VPH16 en las
células RKO (p53 +/+) disminuye la respuesta al dafio por doxorrubicina del gen p21

a través del tiempo.
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Figura 22. Comparacion de la expresion relativa de p21 en células RKO WT (barras rojas)
y RKO E2 (barras rosas) a las 0, 4, 8, 12 y 24 horas posterior al estimulo de dafio con
doxorrubicina 1 uM. Los resultados representan la media y SD de dos experimentos
independientes.

Posteriormente, se midio la expresion del gen Mdmz2, para lo cual se sigui6 la misma
estrategia que para el gen p21. Se midi6 la expresion relativa en las células RKO
WT sin estimular alas 0, 4, 8, 12 y 24 horas observando que mantenian la expresion

de forma similar que el control de las cero horas. Mientras que cuando se les agrega
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el estimulo de dafio con doxorrubicina, la expresion de Mdm2 comienza a aumentar
desde las primeras 4 horas, alcanzando la expresion maxima a las 8 horas posterior

al dafio y después desciende de forma gradual hasta las 24 horas (figura 22).
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Figura 23. Expresion relativa de Mdm2 en células RKO WT a las 0, 4, 8, 12 y 24 horas
posterior al estimulo de dafio con doxorrubicina 1 pM (barras azules) en comparacion con
células RKO WT no estimuladas (barras celestes). Los resultados representan la media y
SD de dos experimentos independientes.

Al medir la expresion relativa de Mdm2 en las células RKO que contienen el
transgen para E2 y que fueron tratadas con doxorrubicina (figura 23), se observa
gue no existe respuesta transcripcional en las primeras 8 horas como ocurre en las
células RKO WT. El efecto maximo ocurre a las 12 horas y posteriormente

desciende a las 24 horas.

De forma esperada, las células que no fueron tratadas con el estimulo de dafio no
cambiaron la expresion de este gen al paso del tiempo y se mantuvieron de forma

similar al tiempo cero.

Los resultados de expresion para Mdm2 obtenidos, sugieren que la presencia de
E2 en las células RKO (p53 +/+) retrasan la respuesta transcripcional de este gen
frente a un estimulo de dafio. Lo anterior se observa con mas claridad cuando se

comparan los resultados de la linea celular RKO WT vs RKO E2 (figura 24).
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Figura 24. Expresion relativa de Mdm2 en células RKO E2 a las 0, 4, 8, 12 y 24 horas
posterior al estimulo de dafio con doxorrubicina 1 pM (barras moradas) en comparacién con
células RKO E2 no estimuladas (barras lilas). Los resultados representan la mediay SD de
dos experimentos independientes.

10 -
Hll RKO WT-DOXO

8 - Bl RKO E2-DOXO

Unidades relativas de expresion
respecto a P-2 microglobulina

Tiempo

Figura 25. Comparacion de la expresion relativa de Mdm2 en células RKO WT (barras
azules) y RKO E2 (barras moradas) a las 0, 4, 8, 12 y 24 horas posterior al estimulo de
dafno con doxorrubicina 1 pM. Los resultados representan la media y SD de dos
experimentos independientes.
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DISCUSION

Evaluacion de la expresion constitutiva de E2 sobre la via de p53

La proteina de expresion temprana E2, juega un papel crucial en el ciclo replicativo
del virus. Se ha demostrado que es capaz de activar o reprimir la transcripcion
celular en diferentes sistemas experimentales, lo cual se propone que ocurre a
través de la interaccién con multiples proteinas de tipo celular entre las que destaca
p53 (22).

Por su parte, la proteina supresora de tumores p53 es un factor de transcripcion que
es capaz de inducir una gran variedad de vias de sefializacion que son importantes
para la supervivencia de la célula, tales como el arresto del ciclo celular,
angiogénesis, apoptosis, reparacién de DNA, senescencia celular, entre otras (59).
La interaccion que tiene p53 con otras proteinas y el DNA es crucial para que
desemperie sus funciones. De esta manera, desde hace algunos afos se conoce
gue existe interaccién in vitro e in vivo entre p53 y E2 (48), sin embargo, no se

conocen las consecuencias a nivel celular de esta interaccion.

Los resultados de este trabajo, demuestran que al medir la expresion de la proteina
p53 en un modelo celular p53 silvestre (+/+) que expresa de forma constitutiva al
gen E2 del VPH16, los niveles de p53 tienden a disminuir ligeramente respecto al
sistema celular que no expresa al transgen (figura 14). De esta forma, se sugiere

gue la presencia de E2 podria promover la degradacion de p53.

Se sabe que algunas de las proteinas con las que interactia E2 del VPH 16 y 18
también incluyen elementos del sistema ubiquitina proteosoma que corresponden a
adaptadores de sustrato de complejos a base de cullina. Entre estos se incluyen
CDC20 y FZR1 que son dos subunidades de reconocimiento de sustrato del
complejo ubiquitin ligasa APC/C, que se encarga de la degradacion de sustratos
especificos como la ciclina B (23). De esta manera, se ha sugerido que E2 no solo
podria modificar la accién de las ubiquitin ligasas hacia sus sustratos naturales, sino

gue podria actuar como un adaptador de nuevos sustratos.
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Bajo este contexto, E2 podria tener consecuencias similares a la oncoproteina viral
E6, que induce a la protein ligasa asociada a E6 (E6AP) hacia la ubiquitinacion y
subsecuente degradacion de sustratos como p53 (60). En este caso, E2 estaria
llevando a p53 como sustrato para su degradacién mediante estos complejos y de
esta forma disminuiria la cantidad de proteina p53 en las células que expresan de

forma constitutiva a E2.

Como se ha mencionado, la proteina p53 juega un papel primario en la regulacion
de multiples procesos celulares, uno de ellos es controlar la proliferacion de células
gue presentan cambios en su genoma o presentan algun tipo de dafio, como ocurre
en los procesos oncogénicos. De hecho, se conoce desde hace varios afios su
actividad como supresor de tumores, de tal forma que la falta de la proteina p53
activa provoca aproximadamente el 50% de la mutacion del gen TP53 y es el origen
de muchos canceres (61). Siguiendo con la premisa de que E2 de algun modo
promueve la degradacion de la proteina p53, se midid la proliferacion celular en la
linea celular RKO con y sin E2, observando que cuando E2 se expresa, las células
tienden a proliferar ligeramente mas rapido (figura 15), lo que puede explicarse por
la reduccion de la proteina p53 observada en estas células y por tanto la reduccion

de un control celular importante.

Debido a que este trabajo se enfoca en saber los efectos de la expresion constitutiva
de E2 sobre la via de p53, una parte importante de esta son los genes responsivos
a p53, es decir, aquellos que son activados principalmente por esta proteina y
mediante los cuales ejerce la mayoria de sus funciones en los procesos bioldgicos
donde participa. Se conocen mas de 100 blancos transcripcionales directos de p53,
sin embargo, los mas conocidos son p21 y Mdm2. La activacion transcripcional por
p53 es bastante entendida e involucra el reclutamiento de tetrameros de p53 a los
elementos de respuesta especificos (p53RE) presentes en los promotores de los

genes blanco (62).

Al medir la expresion de p21 y Mdm2 tras la expresion constitutiva de E2 del VPH16,
se observan cambios minimos (figura 19), que, si bien pueden ser propios del
sistema, se atribuyen a que no hay un estimulo suficiente para que estos genes
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sean activados, ya que la proteina p53 es estimulada por sefales de estrés tal como
dafio al DNA. La consecuencia es la transactivacion de sus genes blanco que
resulta en eventos como el arresto del ciclo celular, senescencia o apoptosis para

prevenir la proliferacién del dafio (29,62).

Evaluacion del efecto de la expresion constitutiva de E2 sobre la via de
p53 después de un estimulo de dafio con doxorrubicina

Con el propésito de activar rutas dependientes de p53, se aplicé un tratamiento con
doxorrubicina a las lineas celulares RKO que expresan o no E2, induciendo
rompimientos de doble cadena a través de la inhibicién de la topoisomerasa Il (57).
Estos tratamientos ayudaron a entender como la presencia de E2 del VPH16

afectaba la respuesta de p53 sobre la activacion de p21 y Mdm?2.

Por una parte, p21 es un miembro de la familia Cip/Kip, un grupo de inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas, induce arresto del ciclo celular a través de la unién
e inhibicién de los complejos CDK4 y CDK®6/Ciclina D. La activacién de este gen
permite que la célula active mecanismos de reparacion necesarios para su
supervivencia (29,62). De forma interesante, al medir la expresién de p21 en las
células que expresan E2 y que son tratadas con doxorrubicina, la activacion
transcripcional es menor cuando se compara con las células que no lo expresan
(figura 22).

Con los resultados anteriores, se sugiere que el retraso en la respuesta
transcripcional de p21 podria estar relacionado con la disminucion en los niveles de
la proteina p53 en las células que expresan E2 que se observaron en este mismo
trabajo. Sin embargo, no son descartables otros niveles de regulacion en los que
podria intervenir E2, por ejemplo; la tetramerizacion de p53, la cual es esencial para
gue esta proteina se estabilice y se una especificamente a los sitios de respuesta
en sus genes blanco, o incluso, inhibir o favorecer algunas modificaciones post-

traduccionales necesarias para la estabilizacion de la proteina p53 (30).

Por otro lado, se determinaron los niveles relativos del gen Mdm2 que codifica para

una E3 ubiquitin ligasa que, en condiciones ausentes de estrés celular, mantiene
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los niveles celulares de p53 bajos a través de su poli-ubiquitinacién y posterior
degradacion proteosomal. Sin embargo, en condiciones de estrés, la degradacion
proteosomal de Mdm2 es estimulada y p53 se estabiliza y se activa. Ademas, Mdm2
es uno de los blancos transcripcionales de p53, por lo que forman un loop de
regulaciéon negativo ampliamente estudiado (63,64). Como se menciond, en
condiciones de estrés Mdm2 es activado transcripcionalmente por p53 y a través
del tiempo posterior al estimulo de dafio, tiene una cinética de expresion en forma

de campana debido al loop negativo de regulacion p53-Mdm2.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, la respuesta maxima de expresion
de Mdm2 se obtuvo a las 8 horas posteriores al estimulo de dafio y posteriormente
descendio de forma gradual (figura 23). Este comportamiento ya ha sido observado
previamente por el trabajo de Purvis J, 2012 (38). Sin embargo, cuando se mide la
expresion de este mismo gen en las células que expresan a E2, no existe una
respuesta transcripcional en las primeras horas posteriores al estimulo de dafio,
siendo hasta las 12 horas cuando se observa un aumento en la expresiéon y 4 horas

después decae (figura 24).

Es evidente que existen diferencias en la activacion transcripcional de Mdm2
cuando se encuentra presente la proteina viral E2 en el sistema, y esto se puede
observar de forma mas clara cuando se comparan los resultados de ambas lineas
celulares (figura 25). Nuevamente, estos resultados se pueden justificar con la
disminucion en los niveles de la proteina p53 por la presencia de E2.

Los efectos de la expresion constitutiva de la proteina viral E2 del VPH16 en un
modelo celular p53 silvestre (+/+), sugieren que hay una disminucién de la proteina
p53 posiblemente a través de la degradacion de esta, dirigida por E2 y un posible
complejo ubiquitin proteosoma, lo que conlleva a una disminucion en la activacion
transcripcional de los genes p21 y Mdm2 que son blancos de p53 y responden a
dafio. Aunque es necesaria mas investigacion al respecto, el hecho de que E2
promueva la degradacion de p53 es un evento previamente sugerido e innovador,

pero poco estudiado.
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Figura 26. Modelo propuesto para la interaccion E2 del VPH16 y p53. La proteina viral E2
del VPH16 de alguna forma disminuye la expresion de la proteina p53, probablemente
favoreciendo su degradacion mediante un complejo proteosomal. La reduccion de la
proteina p53 hace que, en presencia de un estimulo de dafio, probablemente p53 no se
una de forma eficiente a sus sitios responsivos y la activacion transcripcional de p21y Mdm2
disminuya. Es desconocido si esta disminucion también se da a nivel de proteina.
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CONCLUSIONES

+ La expresion constitutiva de E2 del VPH 16 en la linea celular RKO (p53 WT)

disminuye los niveles de la proteina p53 y aumenta su proliferacion celular.

+ La expresion constitutiva de E2 del VPH 16 en la linea celular RKO (p53 WT)
disminuye la activacion transcripcional de p21 en respuesta a dafio inducido

por doxorrubicina.

+ La respuesta transcripcional de Mdm2 no se activa en tiempos tempranos
posterior al estimulo de dafio por doxorrubicina en la linea celular RKO (p53

WT) que expresa a E2 de forma constitutiva.

PERSPECTIVAS

% Evaluar el nivel de proteina de p53 en los tiempos 4,8,12 y 24 horas posterior

al estimulo de dafio con doxorrubicina en la linea celular RKO E2 y WT.

% Evaluar el pegado de p53 a los genes p21 y Mdm2 en presencia y ausencia

de E216 con y sin estimulo de dafio por doxorrubicina.

+ Evaluar los procesos celulares regulados por p53 (ciclo celular y apoptosis)
en presencia y ausencia de E216.
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ANEXO

Curva estandar de BSA para la cuantificacion de proteinas.
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