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RESUMEN

La infeccion por HPV 16 es un factor de predisposicion al desarrollo del Cancer
Cervicouterino, particularmente la actividad de las oncoproteinas virales E6 y
E7 de HPV16 esta relacionada con el proceso de transformacion celular que
lleva a la malignizacion y desarrollo tumoral. El factor de transcripcion NF-kB,
esta involucrado en la regulacion de diversas moléculas participantes en
diferentes procesos celulares, por lo que su actividad puede estar involucrada
en el desarrollo de diversas patologias tales como el cancer de cérvix. La
relacion entre la actividad de E6 y E7 de HPV16 con la regulacién de NF-kB
durante el proceso de infeccion por Papilomavirus es un campo de
investigacion poco explorado. El presente proyecto tiene por objetivo entender
si la presencia de E6 y E7 afecta la actividad de las vias clasica y alterna de
NF-kB usando como modelo la linea celular de queratinocitos inmortalizados
HaCaT transfectado con el bicistron de E6/E7. Se logré obtener un modelo
viable de células HaCaT que expresan E6/E7 de HPV16 constitutivamente y
en respuesta a un estimulo, sin embargo, esta expresion de E6 y E7 no parece
modificar el patron de expresién de los componentes de las vias clasica y
alterna de NF-kB con respecto al control. La expresion constitutiva de E6 y E7
produce aumento en la expresion del mensajero de TNF alfa. En condiciones
normales de cultivo para células HaCaT, se hicieron ensayos funcionales de
apoptosis en presencia de diversos compuestos. Se observé que la linea
celular es resistente a muerte por TNF alfa y BNPT (inhibidor de clAP 1y clAP
2) por lo que se deduce que la resistencia a muerte esta relacionada a la
activacion de la via clasica y alterna de NF-kB, respectivamente; sin embargo,
en presencia de BAY (inhibidor de la Cinasa de Ikb - IKK) las células presentan
alto indice de muerte y secrecién de TNF alfa soluble, por lo que se sugiere la
importancia de la via clasica de NF-kB en la supervivencia celular.
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ABSTRACT

HPV 16 infection is a predisposing factor for Cervical Cancer development,
particularly the activity of viral oncoproteins E6 and E7 of HPV16 is related to
cell transformation process that leads to malignancy and tumor formation
process. The NFkB transcription factor is involved in the regulation of several
molecules involved in different cellular processes, such as inflammation,
resistance to apoptosis and differentiation, so NFkB activity may be involved in
the development of several pathologies such as cervical cancer. The
relationship between the activity of E6 and E7 of HPV16 with the regulation of
NFkB during the Papillomavirus infection process is an unexplored field of
research, understanding the relationship between the NFKB signaling
pathways (classical and alternative) with the activity of E6 and E7 have
particular importance in understanding the development of cervical cancer. The
main of this project is to understand whether the presence of E6 and E7 affects
the activity of the classical and alternative pathways of NFkB using the
immortalized keratinocyte cell line HaCaT transfected with the E6/E7 bicistron
as a model. We obtain a viable model of HaCaT cells that express HPV16
E6/E7 constitutively and in response to a stimulus, however, E6 and E7
expression does not seem to modify the expression pattern of the components
of the classical and alternative pathways relative to control. Constitutive
expression of E6 and E7 leads to increased expression TNF alfa messenger.
In non-transfected basal conditionals, functional tests of resistance to death
were carried out in the presence of various compounds that cause apoptosis,
finding that the HaCaT cell line is resistant to death by TNF alfa and BNPT, the
resistance is related to the activation of the pathways classical and alternative
respectively; however, in the presence of BAY, cells show a high rate of death
and secretion of soluble TNF alfa, which suggests the importance of the classic
NF-kB pathway in cell survival.
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INTRODUCCION

La mayoria de los tumores derivan de células de origen epitelial; un
epitelio puede definirse como el tejido que cubre superficies lisas en el cuerpo.
Se han descrito diferentes tipos de epitelio, dentro de los cuales se encuentra
el epitelio escamoso estratificado; en este, las células estan dispuestas una
encima de otra a manera de formar estratos. Podemos encontrar este tipo
epitelial en cornea, boca, eséfago, cérvix y piel (Wright, 1985). En la epidermis,
este tipo de epitelio provee de una barrera fisica y permeable. Los
queratinocitos son las células predominantes en la epidermis y continuamente
se estan regenerando, este proceso es conocido como cornificacién (Steven,
1994). Los gueratinocitos se mueven de un tipo celular proliferativo en la capa
basal y terminan en la formacion del estrato cornificado también conocido
como stratum corneum (la cornificacibn ocurre en las capas mas
suprabasales), todo este proceso tiene como resultado la diferenciacion de la
epidermis (Reichert, 1993). La proliferacion, diferenciacion y muerte celular
ocurren secuencialmente durante la diferenciacion del queratinocito; su
diferenciacion es caracterizada por la expresion de proteinas especificas
(loricrina, filagrina, involucrina y citoqueratinas especificas). En un epitelio
sano, el rango de proliferacion en la capa basal es balanceado con la
descamacion en la capa cornificada, esta homeostasis constantemente

regenera la epidermis (Lippens, 2005).

Los queratinocitos son el blanco celular de infeccién de papiloma virus
humano (HPV), el cual esta asociado al desarrollo de cancer cervical, los
subtipos de HPV 16, 18 y 33 estan fuertemente implicados como agentes
causantes en la etiologia del cancer cervical con sus precursores designados:
lesiones intra epiteliales escamosas (SILs); el virus por si solo, no es suficiente

para el desarrollo de cancer (Chen, 1993).
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Cancer cervicouterino y HPV

El carcinoma cervical es el séptimo cAncer mas comun y representa el
13% de tipos de cancer femenino, seguido del cancer de mama. Mas del 85%
de casos de carcinoma cervical se presenta en paises en desarrollo (Bharat,
2014). La incidencia de esta patologia varia dependiendo de regiones, siendo
la incidencia mas alta en la republica de Guinea y Zambia, en Africa. La
prevalencia es mayor en paises donde el indice de desarrollo humano es bajo
(Ferlay, 2010). Dentro de todos los tipos de HPV categorizados, 12 son
denominados de alto riesgo por la organizacion mundial de la salud, los mas
relevantes son: 16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59; cabe destacar que
los subtipos 16 y 18 de HPV son asociados con alta probabilidad de desarrollo
de cancer cervical (Bharat, 2014) y por lo tanto, la infeccion por HPV de alto
riesgo, es un factor para su predisposicién. La infeccion por HPV, es la mas
comun alrededor del mundo en individuos sexualmente activos, se estima que
alrededor de 291 millones de mujeres en el mundo estan infectadas por el
virus, con mayor prevalencia en mujeres menores de 25 afios. (de Sanjose,
2007).

Estudios prospectivos han demostrado que la prevalencia de infeccién
por HPV incluye una mezcla de infecciones incidentales y persistentes que se
han acumulado en el tiempo (Castle, 2005 y Munoz, 2004), méas del 90% de
infeccién por el virus en cualquier edad, remite en 6 a 18 meses. La infeccion
persistente es requisito para la progresion a una neoplasia intraepitelial
cervical (CIN). CIN | es un signo histopatologico de lesion temprana por
infeccion por HPV, CIN 2 incluye un grupo heterogéneo de lesiones que tienen
diferente potencial de progresar a cancer de ceérvix, finalmente CIN 3
representa clinicamente las lesiones mas relevantes previas al cancer, la
probabilidad de erradicar el papiloma virus depende de la duraciéon de la
infeccion (Maucort-Boulch, 2010 y Rodriguez, 2010); es decir, una persistencia
larga, reduce la probabilidad de erradicarlo.
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Alrededor del mundo, el tipo de HPV méas comun es el 16 (57%),
seguidos del 18 (16%), 58, 33 y 45 (5%) (Crosbie, 2013). Aproximadamente,
610,000 casos han sido atribuidos a la infeccion por HPV (5% de todos los
canceres), de los cuales, aproximadamente 530,000 casos son cancer de
cérvix y 24,000 de cancer anal (Machalek, 2012). Otros tipos de cancer
asociados a la infeccion por HPV incluyen el de pene, vulva y oral faringeo (de
Martel, 2012).

Ciclo viral de HPV

Los papilomavirus son virus pequefios de DNA, que muestran tropismo
por epitelios escamosos, e infectan la capa basal de un epitelio escamoso
estratificado. Las células basales resultan expuestas debido a micro
abrasiones en la superficie epitelial; estas células son las Unicas en
proliferacion en un epitelio normal, la sintesis de viriones ocurre Unicamente
después de que la célula infectada entra en mitosis y comienza a diferenciarse
(Duensing, 2004).

HPV infecta el epitelio mediante la unién de L1 a proteoglicanos tipo
heparan sulfato (HPSGs) en la base expuestas por la abrasion, esta union
induce un cambio conformacional en la capside, revelando el N terminal de L2
y dejandolo disponible para la escision por furina extracelular. El
procesamiento de L2 por furina es un requisito para la internalizacion del virus
por la célula (Doorbar, 2012). La internalizacién del virus ocurre via vesiculas
endosomales mediadas por L1, mientras que L2 es esencial en el
acoplamiento al retromero y forma compleja con el genoma viral a la red Trans-
Golgi (Day, 2013). Finalmente, la entrada de L2 en complejo con el genoma
viral al ndcleo, ocurre al inicio de la mitosis (Pyeon, 2009) y se asocia con
cuerpos nucleares denominados ND-10 para iniciar la transcripcién viral (Day,
2004). Una vez que el DNA viral es liberado de la capside y transportado al
nacleo de la célula hospedera se encuentra como material genético libre o
episomal extra cromosomal, aproximadamente 50 a 100 copias por célula
(Crosbie, 2013).
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El genoma de HPV es pequefio (aproximadamente 8kb) y no codifica
polimerasas y otras enzimas necesarias para la replicacion viral, por lo tanto,
depende de las proteinas de la célula hospedera para la sintesis de DNA viral.
En las infecciones de HPV, las células suprabasales continGan activas en el
ciclo celular a medida que se van diferenciado, un subconjunto de células
suprabasales vuelven a entrar en fase S del ciclo celular para replicar el

genoma viral en un proceso llamado amplificacion (Cheng, 1995).
Papel de las proteinas E6 y E7 en el desarrollo del cancer

Las proteinas virales E6 y E7 en conjunto promueven la proliferacion
celular, prolongan la progresion del ciclo celular y previenen la apoptosis
(Crosbie, 2013). Las proteinas de Retinoblastoma (Rb) consisten en: p105
(RB), p107 y p130, la proteina RB, es un regulador negativo de la transcripcion
al formar complejos con miembros de la familia del factor de transcripcion E2F.
Mientras RB se encuentre en estado hipo fosforilado se mantiene unido al
dimero E2F-DP (Dimerization Partner), en la fase GO y G1 del ciclo celular,
cuando RB es fosforilado en la fase S mediante el complejo Ciclina D/ CDK4
se libera el hetero dimero E2F-DP, el cual promueve la sintesis de mensajeros
de Ciclina D, Ciclina E y Ciclina A. (Kaelin, 1999).

La proteina E7 de HPV se une a los miembros de la familia RB,
llevandolos a su degradacion (Dyson, 1989), como resultado de esta accién,
se libera el factor de transcripcion E2F, permitiendo mantener la expresion
constitutiva de genes de la fase S. Particularmente las proteinas E7 de los
subtipos de alto riesgo de HPV se unen con mayor afinidad a RB (Cage, 1990
y Munger, 1989). Los sitios de union a E2F se encuentran en promotores de
genes involucrados en la progresion del ciclo celular, diferenciacién, mitosis y
apoptosis (DeGregori, 2006). E7 también se une a deacetilasas de histonas
(HDACs), en secuencias distintas a las de unién con RB, llevando a la
formacion del complejo E7-RB-HDAC que es esencial para mantener el
genoma viral episomal y por lo tanto, necesario para la replicacion viral

productiva en células suprabasales (Longworth, 2004 y 2005).
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Los inhibidores de cinasas de Ciclina (CDK), p21y p27, tienen un papel
como reguladores de arresto de crecimiento durante la diferenciacion epitelial,
e inhiben principalmente a CDK2. Particularmente p21 actlia como supresor
de tumores en la carcinogénesis cervical (Shin, 2009). El carboxilo terminal de
E7 se une a p21 o p27 neutralizando asi sus efectos como inhibidores sobre
CDK2 y activa a las Ciclina E y Ciclina A en el ciclo celular, necesarias para

activar la fase S del ciclo celular (Jones, 1997 y Zerfass-Thome 1996).

En la mayoria de los canceres, la proteina supresora de tumores p53
adquiere mutaciones, esta actla en respuesta al dafio en el DNA como factor
de transcripcion y activa una gran variedad de programas anti proliferativos
tales como apoptosis, arresto en el ciclo celular, senescencia y modulacién de
la autofagia (Zilfou, 2009). Como consecuencia de las acciones de E7, los
niveles de p53 aumentan (Demers, 1994) con la finalidad de llevar a apoptosis
a las células infectadas, para contrarrestar este efecto, la proteina E6 usa
diferentes mecanismos para interferir con las funciones de p53. Mediante el
reclutamiento de la proteina asociada de E6 con funcion de ubiquitina ligasa
(E6AP), E6 forma un complejo heterotrimérico E6-E6AP-p53 que promueve la
degradacion de p53 (Scheffner, 1990 y 1993). E6 de los subtipos de HPV de
bajo riesgo, también se asocian con E6AP; sin embargo, no lleva a la
degradacion de p53 (Li, 1996), por lo que se sugiere que el complejo E6-E6AP

tiene otros blancos celulares.

Cabe destacar que a pesar de la reduccion de la expresion de p53
descrita anteriormente, estd alun puede activarse en respuesta al dafio en DNA
y otro tipo de estimulos de estrés. Otro mecanismo por el cual p53 es regulado
negativamente por E6, es mediante la unién de esta con acetil transferasas de
histonas, tales como; p300, proteina de union a CREB (CBP) y ADA3, a esta
altima también E6 la lleva a degradacion; todas estas proteinas promueven la
acetilacion de p53, lo que incrementa su actividad, sin embargo, este
mecanismo es afectado por E6 de HPV (Patel 1999; Zimmermann, 1999;
Kumar, 2002).
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Otra caracteristica adicional de las células transformadas es la
activacion de la telomerasa, enzima encargada de la replicacion de DNA en
los extremos de los cromosomas, llamados teldmeros (Artandi, 2009). E6 de
HPV activa la transcriptasa reversa de la telomerasa (TERT), representando
otro mecanismo que puede llevar a la inmortalizacién celular. El complejo E6-
E6AP, interactiia con cMYC e incrementa su actividad y modula la expresion
de USF1 y USF2, los represores del promotor de TERTZ2, promoviendo a los
activadores de TERT tales como NFX123 (Wise-Draper 2008 vy
Katzenellenbogen, 2009). Por otro lado, también hay un reporte que indica la
interaccion de E7 de HPV18 con cMYC, aumentando su actividad y habilidad
para unirse al promotor de hTERT (Wang, 2007). Las proteinas virales E6 y
E7 son clave para el mantenimiento del fenotipo transformado, esto debe de
ser consistente en un periodo de infeccion prolongado, para dar paso a la
malignizacion celular. En conjunto, la actividad de las proteinas virales E6 y
E7 de HPV de alto riesgo, favorecen la replicacion viral productiva y por lo
tanto, la inestabilidad gendémica, lo que lleva a la transformacion celular e
inmortalizacién, siendo ambos cooperadores clave para el desarrollo de

cancer de cérvix.
Inflamacién y cancer de cérvix

La inflamacién crénica esta involucrada en la progresion de la
transformacion celular, supervivencia, proliferacion, invasion y metastasis. Los
procesos de inflamacion involucran eventos de remodelacién de tejidos,
provocados por alteraciones en la funcion epitelial, vascular e inmune, estos
eventos ocurren por la participacion de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento, ademas por la activacion de factores de transcripcion tales como

el factor nuclear kB (NF-xB), STAT3 y HIF-1. (Bharat, 2014).

Se ha descrito un mecanismo en el que E7 lleva al incremento en la
produccion de Oxido nitrico (NO), lo que produce dafio en el DNA y activacion
de ciclooxigenasa 2 (COX2) e incremento de la inflamacion, durante la

formacion del tumor. COX es la enzima encargada de la producciéon de
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prostaglandinas a partir de acido araquidonico. Se han reportado 2 isoformas:
COX 1 (constitutiva) y COX2 (inducible por citocinas inflamatorias, factores de
crecimiento y oncogenes), estas prostaglandinas pueden promover la

angiogénesis e incrementar la proliferacion celular (Wang, 2018).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una citocina
proinflamatoria que puede promover la formacion de tumores, angiogénesis y
metéstasis (Bharat, 2014); es una proteina de 26 kDa que se escinde de la
membrana por la actividad de la metaloproteinasa ADAM 17 o enzima
convertidora de TNF-a (TACE), liberando una fraccion soluble de 17 kDa
(Black, 1997). Una vez que este se une a su receptor (TNFR1 Y 2), lleva a la
activacion de la via de sefalizacion de NF-kB transmitiendo la sefal
intracelularmente, donde proteinas adaptadoras inician la cascada de
sefalizacion que lleva a la activacion de la cinasa de kB (IKK), esta fosforila
a IkB provocando su degradacion en el proteosoma y permite asi la
translocacion del dimero de NF-xB al nucleo (p50/p65) donde promovera la
transcripcion de los genes que regula (Napestchnig, 2013), esta via es
considerada canonica o clasica; este mecanismo tiene por finalidad promover
la supervivencia celular y sefiales pro inflamatorias. Por otro lado, la activacion
de TNFR1 por TNF-a, también puede iniciar la sefalizacion hacia apoptosis,
este proceso involucra la unién de la proteina con dominio de muerte (DD)
asociada a Fas (FADD) a TRADD con el subsecuente reclutamiento de la
caspasa 8 al complejo (TNFR-TRADD). La activacién catalitica de caspasa 8
libera su forma activa, lo que inicia la apoptosis, mediante la activacion de la
pro-caspasa 3 (Bradley, 2008). El reclutamiento y la activacion de la pro-
caspasa 8 puede ser inhibido por cFLIP y lleva a la activacion de NF-kB lo que
previene la sefalizacion a apoptosis (Micheau, 2001). En cancer cervical, este
altimo mecanismo esta inhibido, por lo que las células son resistentes a la

apoptosis mediada por TNF-a.

Cabe sefalar que sitios de union para multiples factores de

transcripcion incluidos NF-kB, la proteina de union enhancer/CCAAT (C/EBP)
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y c-Jun, se han identificado en el promotor proximal del gen de TNF-a (Liu,
2000).

Factor de transcripcion NF-xB

El factor de transcripcion NF-xB se une al elemento enhancer de la
cadena ligera kappa de inmunoglobulina de linfocitos B activados (Baltimore,
1986). Este factor de transcripcion regula la expresion de una gran variedad
de genes involucrados de distintos procesos tales como inflamacién,
respuesta inmune y crecimiento celular, es activado en respuesta a varias
seflales como citocinas, patdégenos, dafo y otras condiciones de estrés. NF-
kB esta compuesto por una familia de 5 proteinas diferentes, Rel A (p65,
inicialmente llamado NF-«B), Rel B, c-Rel, P50 (cuyo precursor es P105,
también llamado NF-kB1) y P52 (cuyo precursor es P100, también llamado
NF-kB2). La actividad de estos factores de transcripcion esté estrictamente
regulada, la inapropiada activacioén de las vias de sefalizacién de NF-xB ha
sido ligada a varios tipos de cancer, inflamacién cronica y autoinmunidad
(Basseres, 2006).

Todos los miembros de la familia NF-xB contienen un dominio de
dimerizacion y union a DNA altamente conservado denominado regién de
homologia Rel (RHR) que les permite formar homo o hetero dimeros
(Basseres, 2006). Rel A (P65), Rel B y c-Rel contienen el dominio de
transactivacion (TAD) en el carboxilo terminal que permite la activacion de la
expresion de genes blanco. El dominio RHR de Rel A, Rel B y c-Rel contiene
dos dominios conectados: el dominio N terminal (NTD) y el demonio C terminal
(CTD), este contiene la sefial de localizacion nuclear (NLS), los dominios CTD
Y NTD rodean el DNA blanco promoviendo la interaccion con una secuencia

especifica (Napestchnig, 2013).

Las proteinas 105 y P100 carecen del dominio TAD y se consideran
represores de la transcripcion. Al ser procesados a P50y p52, forman dimeros

con los factores Rel y mediante la unién a kB, se retienen en el citoplasma.
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Ademas, P105 y P100, presentan dominios que contienen repetidos de
ankirina en el C terminal, lo que les permite poseer una funcion IkB-like. El
procesamiento parcial de P105 y P100 mediado por proteosoma, no solo
produce los componentes p50 y P52 respectivamente, ademas resulta en la
disrupcién de funcion IkB-like de estos precursores, es decir, las formas no
procesadas retienen a los otros factores de la familia en el citoplasma (Sun,
2008).

La via de sefializacion de NF-«B se divide en 2 vias de acuerdo a su
mecanismo de activacion: via canodnica (clasica) y no candnica (alterna), en
cada una actian diferentes proteinas efectoras y ambas culminan en la
translocacion al nacleo de homo- y hetero-dimeros de NF-xB que se unen a

secuencias kB en DNA.
Vias Clasica y Alterna de NF-xB

En la via canénica de NF-«xB, sefiales proinflamatorias como citocinas
(TNF-a, IL1 entre otras) o patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) activan la cascada de sefializacion que lleva a la activacion de
diversos receptores, por ejemplo, la super familia del receptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR) y la stper familia de los receptores tipo Toll/receptor
de interleucina 1 (TLR/IL-1R). Las cascadas de sefalizacién que inician los
receptores de la familia de TNF son diversas y algunos receptores (solo 7 de
28), pueden inducir la via de NF-xB o apoptosis, al activar la via de NF-xB
clasica. Una vez activado TNFR1 por su ligando, trimeriza y los factores
asociados al receptor de TNF (TRAFs) son reclutados al trimero del receptor,
directamente o por proteinas adaptadoras como la proteina adaptadora
TRADD, mediante la interacciéon con el dominio de muerte (DD) se recluta
TRAF2. (Banner, 1993). La regién C terminal de TRAF facilita la trimerizacién
y esta involucrado en interacciones secuencia especifica con el receptor TNF
y proteinas adaptadoras. La region N terminal de TRAF contiene un dominio
RING que le permite interaccionar con las clAPs y en el caso de TRAF®G, el

dominio RING tiene funcién de ubiquitina ligasa (E3) (Bianchi, 2009).
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La activacion de TNFR por TNF-a, también recluta al complejo TAK
(cinasa activada de TGFpB) e IKK, en esta via IKK es un complejo hetero
trimérico compuesta de 2 subunidades cataliticas: IKKa e IKKB y una
subunidad regulatoria: IKKy también llamada NEMO (Sun, 2008). El complejo
IKK se encarga de mediar la liberacion de los componentes de NF-kB (P50 y
P65), de su inhibidor IxBa, mediante la fosforilacion de IkBa en 2 serinas en
su N terminal, promoviendo asi su ubiquitinacion y degradacion en el
proteosoma. Consecuentemente, los heterodimeros p50/p65 y p50/c-Rel, que
son especificos de la via clasica, translocan al nacleo donde interactian con

secuencias especificas de DNA denominadas kB (Sun, 1993).

La via de sefializacion alterna de NF-kB, activa el complejo Rel B/p52, este
procesamiento es una sefial de induccion y un evento post-traduccional debido
al procesamiento de p100 y no se requiere la degradacion de IkBa. Se ha
sugerido que esta via regula importantes funciones bioldgicas tales como
organogeénesis linfoides, maduracion y sobrevivencia de células B y activacion
de células dendriticas (Dejardin, 2006). En el epitelio estratificado se conoce
poco de su funcién. El procesamiento de p100 es inducido por la cinasa
inductora de NF-kB (NIK), (Xiao, 2001). La region C terminal de p100 también
es llamada dominio de respuesta a NIK y es esencial para regular su
procesamiento, esta region contiene 2 residuos de serina: s866 y s870, que
son fosforilados por NIK y este evento es asociado con la ubiquitinacion y
degradacion parcial de p100. En su porcion C terminal contiene un dominio
inhibitorio de procesamiento (PID), el cual cubre la secuencia DD, también
presenta un dominio de repetidos en ankirina (ARD) que le confiere una
funcién de supresion del procesamiento de p100 (Xiao, 2001). La funcion de
NIK es mediante la activacion de IKKa; en la via de sefalizacion alterna, las
subunidades IKKf e IKKy no son esenciales (Claudio, 2002). En contraste a la
via canoénica de NF-kB que responde a sefales de diversos receptores, la
activacion de la via no candnica solo ocurre por un subconjunto especifico de

miembros de la familia de TNFR, tales como CD40, factor activador de células
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B (BAFFR), receptor B de linfotoxina (LTPBR), receptor activador del factor
nuclear kB (RANK), TNFR2 y Fn14 (Sun, 2012). Una caracteristica comun de
los receptores que estimulan la via NF-xB alterna es la posesion de motivos
de union directa a TRAF, estos reclutan particularmente a TRAF2 y TRAF3 al
complejo del receptor durante la union de su ligando, y son importantes para
la regulacion de la actividad de NIK y el procesamiento de p100 (Bishop, 2007).
La region CC del trimero TRAF2 recluta proteinas inhibidoras de apoptosis
(clAP1/2) y los dominios RING de clAP 1/2 poliubiquitinan proteinas blanco,
incluidas RIP1 cinasa y NIK.

TRAF2, TRAF3 y las clAPs promueven la degradaciéon constitutiva de
NIK, por lo que la via alterna de NF-xB se mantiene en un estado inactivo
(Broemer, 2009). Al reclutarse TRAF2, TRAF 3 y clAP al receptor, se
promueve la degradacion de TRAF3, lo que resulta en la acumulacién y
tetramerizacion de NIK (Sun, 2010). El tetrdmero de NIK fosforila a P100 en la
posicién s870, promoviendo su procesamiento por el proteosoma y generando
P52, posterior a esto, los dimeros p52/Rel B son translocados al nacleo donde

activaran la transcripcién de sus genes blanco.

ANTECEDENTES

NF-kB en el epitelio

Todos los componentes para apoptosis estan presentes en los
queratinocitos, este proceso ocurre principalmente en la capa basal
proliferativa, se ha demostrado que Bcl-xL, que esta normalmente localizado
en las capas suprabasales y coopera con la via anti apoptotica PI3K-Akt, para
mejorar la supervivencia de queratinocitos posterior a la radiacion UV (Umeda,
2003). En los queratinocitos, asi como en otros tipos celulares, la expresion
de la mayoria de los genes de control de la apoptosis, esta regulada a nivel
transcripcional por diferentes factores de transcripcion, tales como la familia

de NF-xB, entre otros.
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En piel de un modelo murino, la subunidad p50 (NF-kB1) se encuentra
en el citoplasma de queratinocitos basales, pero en los queratinocitos
suprabasales que comienzan a diferenciarse, la subunidad p50 se expresa en
el nucleo, eso sugiere que NF-kB1 participa en el cambio de proliferacion a
arresto del crecimiento celular y diferenciacion (Seitz, 1998). Mediante el
blogueo con inhibidores de NF-«xB o con la mutante dominante negativa de
IkBa (inhibidor de la via clasica), se desarrolla una marcada hiperplasia
epidérmica, lo que demuestra un papel para NF-kB1 en la modulacion del
fenotipo de queratinocitos epidermales, también se demostré que durante esta
desregulacion de la via de NF-kB1, los queratinocitos son mas susceptibles a
apoptosis inducida por TNF-a, Fas L o irradiacion UV (Seitz, 1998). Los
antecedentes sugieren, participaciéon de la via clasica de NF-xB en la
proliferacion del queratinocito; sin embargo, no es suficientemente claro el
papel de cada una de las vias (clasica o alterna) de activacion de NF-xB, tanto

en la proliferacion, supervivencia y diferenciacion del queratinocito.

En general, la activacion de NF-xB resulta en proteccién contra
apoptosis por la regulacién de genes antiapoptoticos; tales como: miembros
de la familia Bcl-2 e inhibidores celulares de apoptosis (clAPS), por lo tanto,
NF-kB ha sido recientemente relacionado a diferentes tipos de céncer
humano; principalmente por proteger células transformadas de la apoptosis
(Greten, 2004). En la epidermis, la expresion de proteinas anti apoptéticas
dependientes de NF-«xB tales como clAP1ly 2, TRAF 1Y 2 esta incrementada
en gueratinocitos diferenciados (Chaturvedi, 1999). Todo esto sugiere un
importante papel de NF-«xB en la proteccibn de queratinocitos contra la

apoptosis, cuando las células estan llevando el proceso de diferenciacion.

En un modelo murino la deficiencia de IKKa es asociada con defectos
en la diferenciacion epidermal; sin embargo, la funcion de IKKa es
independiente de la via clasica de NF-xB (Hu, 1999). La deficiencia de IKKf

en la piel decremento la proliferacion de queratinocitos primarios aislados y
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afecta la activacion de NF-xB en respuesta a TNF-a o IL-1p (Pasparakis,
2002).

Los queratinocitos son capaces de expresar una gran variedad de
proteinas de superficie celular, esta expresion puede ser regulada por una
variedad de citocinas, incluidas INFy, IL1B y TNF-a. El receptor de CD40,
miembro de la super familia de TNFR es expresado en varios tipos celulares,
incluidos células B, células dendriticas, monocitos, células epiteliales
endoteliales, neuronas y queratinocitos, el ligando de CD40 (CD40L) también
conocido como CD154 o gp39, es primariamente expresando en células T
activadas (Banchereau, 1994). En queratinocitos humanos, CD40 es
expresado y tiene un papel funcional en la regulacion de la expresién de
ICAML1, Bcl-x y la secrecion de IL8 (Denfeld, 1996). Se ha demostrado, que
CD40L inhibe la proliferacion de queratinocitos e induce su diferenciacion,
sugiriendo un papel predominante de la via de activacién alterna en la
diferenciacion del queratinocito y en los mecanismos de resistencia a la
apoptosis. Ademas, la via de sefializacién inducida por CD40L altera el ciclo
celular en queratinocitos mediante un mecanismo independiente a apoptosis
(Grousson, 2000).

En células epiteliales de pulmén de un modelo murino, se ha descrito
que de Rel A, p50, Rel B y P52 translocan al nucleo, posterior a un estimulo
con lipopolisacéarido (LPS); en este mismo estudio, se interfirié la expresion de
IKKa, Rel Ay Rel B mediante el uso de siRNAs, resultando en decremento de
citocinas proinflamatorias inducidas por LPS; sin embargo, se observé
incremento en la produccién de IL6. Este antecedente sugiere que la
activacion coordinada de las vias clasica y alterna de NF-xB regulan la
respuesta proinflamatoria en células epiteliales de pulmon de raton (Tully,
2012).
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NF-kB y HPV

La infeccion de queratinocitos por HPV tiene influencia en la expresion
de citocinas y quimiocinas, se ha demostrado que TNF-a y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), son
diferencialmente expresados en queratinocitos positivos a HPV (Mota, 1999),
se ha descrito que el mecanismo responsable de esta produccion alterada de
citocinas en queratinocitos infectados con HPV es debido a interferencias en
la via de sefializacion de NF-kxB candnica. En queratinocitos normales se
expresan los componentes de la via clasica de NF-kB, esta expresion es
elevada en queratinocitos transfectados con las oncoproteinas E6, E6/E7 de
HPV 16 en las fracciones totales y citoplasmaticas; sin embargo, la localizacion
nuclear de los componentes p65-p50, esta disminuida en queratinocitos
transfectados con los oncogenes y el mismo efecto se observa en las lineas
celulares positivas a HPV16 SiHa y CaSki (Havard, 2002).

En queratinocitos cervicales se examinaron las alteraciones en la
expresion de genes blanco de NF-«kB, de respuesta a IFN y regulados por el
ciclo celular, causadas por las oncoproteinas E6 y E7 de HPV, la oncoproteina
E6 estimula la expresiéon de genes inducidos por NF-kB asi como la expresion
de componentes funcionales de esta via, tales como: p50, NIK y proteinas que
interactian con TRAF (Nees, 2001). En la linea celular HaCaT la via de
sefalizacion de NF-kB es disfuncional, se asocia a que presenta alta actividad
de la via PI3K/Akt y alta susceptibilidad a apoptosis inducida por luz UV,
sugiriendo que NF-kB es esencial en la adquisicion de un fenotipo resistente

a apoptosis en queratinocitos (Qin, 1999).

Estos antecedentes demuestran una posible relacion entre las
proteinas E6 y E7 de HPV con la activacion desregulada de la via clasica de
NF-kB; sin embargo, falta estudiar la relacion con la via alterna de NF-«xB y la
regulacion que tienen ambas vias sobre determinados marcadores de

importancia en el desarrollo de cancer, tales como TNF-q, otras citocinas y las
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proteinas encargadas de la resistencia a apoptosis como las clAPs, Bcl2 y

Bclx.
Antecedentes Directos

En nuestro grupo de investigacion hemos encontrado que NF-xB se
encuentra encendido diferencialmente; en la linea celular tumoral CaSki se
encuentra activado de manera similar las 2 vias, clasica y alterna de NF-kB;
ademas, esta linea celular, contiene un alto nimero de copias de HPV16, y es
muy resistente al tratamiento con cis platino. Por lo contrario, las lineas
celulares SiHa (HPV+) y C33A(HPV-) también provenientes de cancer de
cérvix, expresan preferencialmente P52 en nucleo, esto puede indicar la

importancia de la via alterna de NF-kB en el proceso de malignizacion.
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Figura 1. Expresion diferencial de los componentes de NFkB en lineas celulares HPV+

Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis para determinar en la linea
celular HaCaT (queratinocitos transformados y no oncogénicos), como se
encuentran expresados los factores de NF-kB de la via clasica y alterna en
condiciones basales o normales de crecimiento en el cultivo (Figura 2.1) y con

estimulo de Calcio para mantener las células en un estado similar al no
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diferenciado y en proceso de diferenciacion, es decir crecidas a mayor
concentracion de calcio (respectivamente). Los queratinocitos HaCaT y los
tratados con niveles bajos en Calcio, similares a los queratinocitos de la capa
basal, mantienen activa la via clasica de NF-kB (Figura 2.1); sin embargo, una
vez que reciben el estimulo de 2.8mM CaCl para promover la diferenciacion,
también se detectan en el nicleo los componentes de la via alterna de NF-kB,

sugiriendo su posible participacion durante la diferenciacion del queratinocito.

p50 50 kDa

p52 52 kDa

pE65/Rel A 65 kDa

RelB 70kDa

c-Rel 78 kDa

pl00 100 kDa

pl0os 105 kDa

GAPDH 36 kDa
hnRNPA1 34 kDa

Actina 42 kDa

Vit

Figura 2. Andlisis de la expresién nuclear y citoplasmatica de los componentes de la via
clasica y alterna de NFkB en HaCaT

Posteriormente se llevd a cabo el analisis de los componentes
encargados de la activacién de las vias clasica y alterna de NF-kB y en
condiciones basales se confirma que la via clasica de NF-kB se encuentra
activa ya que en presencia de MG132 inhibidor del proteosoma, se detecta la
banda correspondiente a IkBa (Figura 3) y NIK se encuentra degradandose lo
cual correlaciona con la falta de expresion nuclear de los componentes de la
via alterna. Por otro lado, cabe destacar que a pesar de que se observa el
procesamiento y translocacion de P52 y Rel B al ndcleo durante la
diferenciacion, NIK que es la cinasa encargada de la activacién de P100, no

se detecta ya que se degrada constitutivamente; por ello se sugiere que la
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activacion de la via alterna de NF-kB en el proceso de diferenciacion, no es
por la union de un ligando a un receptor, que recluta el complejo TRAF3, 2
clAPs y posiblemente ocurre por algin otro mecanismo de sefializacion; es
decir, otra cinasa encargada de la fosforilacion de IKKo que lleve al

procesamiento de P100.
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Figura 3. Analisis de la expresion de los componentes relacionados a la activacion de la via
clasica y alterna de NFkB en condiciones basales

JUSTIFICACION

Nuestros datos indican que la via alterna de NF-kB esta encendida
diferencialmente en las lineas celulares de cancer cervical (CaSki y SiHa) y
ademas participa en el proceso de diferenciacién de queratinocitos, por lo que
es importante conocer el papel que desempefan los componentes virales
encargados de la transformacién y malignizacion celular, principalmente las
oncoproteinas virales E6 y E7 de HPV16, en la activacion de las vias clasica
y alterna de NF-kB y por lo tanto conocer su efecto sobre la expresion de los
genes regulados por estas 2 vias y de manera particular, aquellos descritos
como importantes para la resistencia apoptosis y proliferacion; tales como:
TNF-a y las clAPs. En este trabajo, pretendemos investigar la diferencia de
expresion de estos marcadores con respecto a un estado basal del

gueratinocito y en presencia de los oncogenes E6 y E7 de HPV16.
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HIPOTESIS

Las proteinas E6/E7 de HPV16 alteran la actividad de las vias clasica 'y
alterna de NF-kB. lo que conlleva a que algunos componentes de la familia de
NF-kB participan en el proceso de malignizacién celular y por lo tanto en el

desarrollo del cancer.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de E6/E7 de HPV16 en las vias de activacion de

NF-kB usando como modelo de estudio la linea celular HaCaT.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Obtener células HaCaT que expresen constitutivamente los
oncogenes E6/E7 de HPV 16 asi como establecer un cultivo control
comparable con respecto al modelo transfectado.

2) Evaluar la expresion de los componentes de la via clasica y alterna
de NF-kB en extractos totales, asi como su localizacibn nuclear y

citoplasmatica en las células transfectadas y no transfectadas (control)

3) Evaluar la funcionalidad de las células sometidas a diferentes
estimulos de apoptosis mediante citometria de flujo tanto en las células
transfectadas como en las nos transfectadas, modelo que debe estar

correctamente caracterizado.

4) Evaluar moléculas reguladas por las vias clasica y alterna de NF-kB
tales como IL6 y TNF-a en los modelos establecidos tanto en presencia como

en ausencia del estimulo de apoptosis.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1) Obtencién y mantenimiento de la linea celular HaCaT, y mantener un cultivo

celular al cual se le pueden manipular las concentraciones de Calcio

31



obteniendo celular basales y diferenciadas (pertenecientes a los estratos

superiores de la dermis)

2) Transfeccion estable de la linea celular HaCaT mediante el sistema de
Transposon/Transposasa “Sleeping beauty” psBiGN (mock), psBIGNEGE7
(expresion constitutiva del bicistron E6/E7), y psTetE6E7 (expresion del
bicistron E6/E7 dependiente al estimulo de Doxiciclina en el cultivo celular)

3) Extraccion de proteina Total, Nuclear y Citoplasmatica de los cultivos celular

transfectados y no transfectados para ensayos de Western Blot

4) Extraccion de RNA de las células transfectadas y no transfectadas para
ensayos de RT-PCR

5) Ensayos de Citometria de flujo para evaluar muerte celular a diferentes
estimulos (TNF-a, BNPT y BAY 11-7085)

6) Ensayos de ELISA en sobrenadantes de los cultivos transfectados y no
transfectados para deteccion de IL-6 y TNF-a soluble

METODOLOGIA

Cultivo celular

La linea celular HaCaT crece en medio DMEM alto en glucosa, con L-
Glutamina (Life Technologies) adicionado con suero fetal bovino (FBS) al 10%.
El método de preparacién de medios se describe a continuacién: para 880 ml
de DMEM se adicionaron 10 ml de L-glutamina 200 mM, 10 ml de antibiético
(penicilina/estreptomicina) 100 ml de FBS, los componentes se mezclan
suavemente y se filtraron (Millipore; 0.22 um de poro) en una botella estéril de
1L, con la finalidad de remover impurezas y esterilizar; posteriormente se
almacenaron a 4°C. Las células transfectadas y no transfectadas usaron el
mismo medio y se mantuvieron en cultivo a 37 °C y 5 % de CO2 sin permitir

que rebasen el 80 % de confluencia antes de hacer un pase.
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Una vez establecidos el -cultivo celular, cuando alcanzaron
aproximadamente 80% de confluencia fueron utilizados para la extraccion de
proteina en extractos solubles totales, citoplasmaticos y nucleares.
Brevemente, las células se cosecharon y se hicieron 2 lavados con PBS,
subsecuentemente se adicionaron 700 pl de Proteoject adicionado con
Complete 1X (inhibidor de proteasas), se colocaron en agitador orbital (nivel
8) durante 10 min, el contenido de la caja fue recuperado con una espatula y
se homogenizd con una pipeta, este se pasé a un tubo Eppendorf para
centrifugar la muestra durante 20 min, 4° C a 12500 rpm, el sobrenadante fue
recuperado y almacenado a -70°C. La cuantificacibn de proteina se hizo
mediante el método de Bradford, colocando 500 ul de Bradford y 1 ul de
muestra en una celda, y se determind la absorbancia a 590 nm en el

espectrofotometro.

Para la extraccion de proteina nuclear y citoplasmica se siguieron las
instrucciones del protocolo indicado en el kit NE-PER nuclear and cytoplasmic
extraction reagents (Thermo scientific 7883) para células adherentes. Las
células se trataron con tripsina-EDTA, se Re suspenden en 5 ml de PBS y se
centrifugaron a 2500 rpm por 5 min a 4°C, el pellet obtenido se suspendié con
PBS, posteriormente, se transfirié 1-10 x10° células a un tubo para micro
centrifuga (1.5 ml), la pastilla se obtiene por centrifugacion a 2500 rpm, durante
5 min, el sobrenadante obtenido se descarta y se deja secar el pellet, se
agrega CER | (1000 pl) y se procede con la extraccion de proteinas nucleares
y citoplasméticas, la muestra debe mezclarse en vortex durante 15 s para
suspender el pellet, se incuba durante 10 min en hielo, posteriormente se
adiciona CER Il (55 ul) y se mezcla en vortex durante 5 s, se incuba durante 1
min en hielo, se vuelve a mezclar en vortex, para finalmente centrifugar la
muestra a 12,000 rpm durante 15 min, inmediatamente el sobrenadante
(extracto citoplasmatico) es transferido a un tubo limpio, este fue almacenado
a -80°C hasta su uso. El pellet obtenido de esta ultima centrifugacién que
contiene el extracto nuclear y se suspendié en solucién NER (200 pl), la

muestra se agito en vortex durante 15 s y se coloco en hielo, cada 10 min se
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agité en vortex por un total de 40 min, posteriormente fue centrifugado a
12,000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante obtenido (extracto nuclear) se
transfirid a un tubo limpio y se almacend a -80°C hasta su uso. Se realizo
western blot utilizando anticuerpos comerciales especificos contra GADPH y
hnRNPAL para corroborar la pureza de los extractos de citoplasma y nucleo,

respectivamente.
Western blot

Una vez obtenidos los extractos solubles totales, nucleares y
citoplasmaticos de las células HaCaT, se llevaron a cabo ensayos de Western
blot para analizar la expresién de los diferentes componentes de la vias
canonica y no canoénica de NFxB conforme a la siguiente metodologia: se
tomaron 50 pg de proteinas totales o 15 ug de proteinas citoplasmaticas y
nucleares que fueron separadas por electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 % [4 ml de H20 des ionizada, 2.5 ml de
amortiguador 1.5 M Tris pH 8.8, 100 ul de 10% SDS, 3.3 ml de mezcla de
acrilamida 30% (29.2% de acrilamida y 0.8% de N, N’-metileno-bis-acrilamida),
100 pl de persulfato de amonio al 10 % y 4 pl de TEMED].

Las proteinas se cargaron con el amortiguador de Laemmli y como
marcador se utilizé el Bench Mark Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen). Las
proteinas corrieron en una camara de electroforesis Mini-PROTEAN I
Electrophoresis Cell (Bio-Rad) con un amortiguador de corrida, posteriormente
fueron transferidas en una membrana de PVDF utilizando un amortiguador de
transferencia. Después de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas
con una solucion de TBS1X suplementada con 0.5% Tween-20y 5 % de leche
descremada en polvo durante 1 hora, se incubaron toda la noche a 4 °C con
los anticuerpos primarios (anti GAPDH 1:20000, anti hnRNPAL1 1:250, anti p65
1:1000, anti p50 1:1000, anti p52 1:1000, anti Rel B 1:1000, anti c-Rel 1:1000,
anti IkBa 1:1000, anti IkBa fosforilada 1:1000, anti NIK 1:1000, anti K5 1:500
y anti K10 1:10000). Como control de carga, se utiliz6 anti-actina (1:500) con

las condiciones anteriores, posterior a la incubacion del anticuerpo primario se
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llevaron a cabo 3 lavados durante 5 min cada uno con TBS1X, luego se
incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa
correspondientes durante 1 h y media en TBS1X-Tween-20. Se llevaron a
cabo tres lavados durante 5 min con TBS1X-Tween-20 y se revel6 por
quimioluminiscencia con el substrato SuperSignal West Pico/Femto (Sigma

Aldrich) utilizando el equipo ChemiDoc MP Imagen System (Bio-Rad).
RT-PCR

Para el analisis de expresion de mensajeros, se realiz6 RT-PCR, para
ello se llevo al cabo la extraccion de RNA mediante el método de Trizol, a partir
del cultivo celular con aproximadamente 80 % de confluencia fue adicionado
el reactivo y se hizo un raspado de la monocapa, posteriormente fueron
agregados 200 pl de cloroformo, la muestra se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C;
se recuperd el sobrenadante, se adicionaron 500 pl de isopropanol para
precipitar el RNA, se centrifugé y la muestra se lavdé con etanol al 70%,
finalmente fue centrifugada a 12,000 rpm a 4°C durante 5 min y se resuspendio
la muestra en 50 yl de agua libre de nucleasas para ser almacenada a -70°C

hasta su uso.

La integridad de RNA fue verificada por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 1 % con TBE1X. Para eliminar el DNA genémico remanente se
realiz6 el tratamiento con DNAsa. Para llevar a cabo la reaccion de
retrotranscripcion (RT), se usaron 10 ug de RNA total de células HaCaT
basales, no diferenciadas y diferenciadas, en una mezcla con 4 ul de oligo dT
10 pM, se incubaron a 70°C durante 10 min. Posteriormente, se adiciona una
mezcla con el amortiguador 5X, 4 pl de Dithiothreitol 0.1 M, 4 ul de dNTPs 200
MM, 2 ul de la retrotranscriptasa (200 U/ul) (SuperScript lll, Invitrogen) y agua
libre de nucleasas a un volumen final de 40 pl. Se incubo la mezcla durante 10
min a 22°C y, después a 42°C durante 2 h y finalmente a 70°C durante 15 min

para la inactivacion.

Se utilizd 1 yl de cDNA como templado para la amplificacion de los

genes blanco de NF-kB y la mezcla de los siguientes reactivos: 5 pl de
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amortiguador 10X, 2 pl de MgCI2 50 mM, 4 pl de dNTPs 200 uM, 1 U de Taq

DNA polimerasa (Gibco),

1 ul de oligonucledtido sentido y 1 uyl de

oligonucledtido antisentido, 10 M, y se llevo a un volumen final de 50 ul con

agua libre de nucleasas. La PCR se llevo a cabo con las condiciones descritas

en la Tabla 1. La reaccion se lleva a cabo en el termociclador Thermal Cycler

2720 (Applied Biosystem). Los productos del PCR se detectaron mediante

electroforesis en geles de agarosa al 2% en TBE1X y fueron visualizados en

un trans-iluminador UV.

Tabla 1. Condiciones y secuencias usadas para los ensayos de PCR

Transcrito Forward Reverse
GAPDH 5’-gaccccttcattgacctcaac-3’ 5'-gtggcagtgatggcatggact-3’
920:20seg. 45°:20seg. 72°:45seg. 25 ciclos

EGE7 5" 5"
cgcctetgaggcecatgcaccaaaagagaactgea ggcctgacaggccttatggtitctgagaa
atg-3’ cagattggg-3’
92°:20seg. 50°:20seg. 72°:60seg. 45 ciclos
NEO 5’-cggactgtacagatcctggaag-3’ 5'-cttccctaccttccataaggctt-3’
92°:20seg. 50°:20seg. 72°:45seg. 30 ciclos
TNF alfa 5'—caacctcctctctgccatcaaga-3’ 5’-agactcggcaaagtcgagatagtc-
S
92°:20seg. 50°:20seg. 72°:45seg. 50 ciclos
CIAP1 5’-atgcacaaaactgcctcccaaagac-3’ 5'-ctgtttatgcttttgaataggactgtc-
3
92°:20seg. 50°:20seg. 72°:45seg. 30 ciclos
CIAP2 5'- atgaacatagtagaaaacagcatatt-3’ 5’-aggatacaactttttatgcttttcag-3’
92°:20seg. 50°:20seg. 72°:45seg. 30 ciclos
E7 5’-gtggtcggcttcgcaaacct-3’ 5’-cccctccagtcacacatcca-3’

92°:20seg. 50°:20seg. 72°:45seg.

30 ciclos
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Inmunofluorescencia

En placas de 6 pozos que contienen un portaobjetos por caja se
contaron y sembraron 120,000 a 150,000 células por pozo, posterior a 24 h
de crecimiento se retir6 el medio para adicionar 500ul de PFA al 4% y se
incubo por 15 min, una vez finalizado este tiempo, se retiré el buffer y se
lavaron 2 veces usando PBS 1x, posteriormente se adiciona 1ml de Triton al
0.1% durante 15 min, pasado el tiempo establecido se llevan a cabo 2 lavados
con PBS 1x para poner la solucién de bloqueo (gelatina al 0.05%+FBS al 1.5%
en PBS), una vez transcurrido el tiempo se afiadié el anticuerpo primario
diluido en PBS durante una hora a temperatura ambiente, posteriormente se
lavaron de nuevo las muestras con PBS1x, se preparé el anticuerpo
secundario correspondiente y acoplado a Alexa Fluor o FITC, y se incuban con
la muestra durante una hora a temperatura ambiente cubiertos de luz.
Finalmente, se incuban las muestras durante 5 min con DAPI diluido (1:1000),
todas las muestras fueron lavado con Milli Q y se dejaron secar por completo
antes de montarlas en el portaobjetos para posteriormente llevarlas al

microscopio de florescencia a ser analizadas.
Transfeccion celular

En una caja de 6 pozos se sembraron 150,000 células que una vez que
alcanzaron el 60% de confluencia se les disminuyé la concentracion de FBS

al 7% durante una hora, antes de ser adicionada la siguiente mezcla,
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Tabla 2. Componentes de Transfeccién celular

Control (-) psbiGN psbiGNEGE7 | pshiTETEGE7
(mock)
Plasmido | ------------------ 5ul (10ug) 5ul (10ug) 5ul (10ug)
DNA 5ul 5ul 5ul 5ul
acarraeador
CaCl 2M 13ul 13ul 13ul 13ul
HEBS 2X 125ul 125ul 125ul 125ul
H20 107ul 102ul 102ul 102ul
DMEM + | 500ul 500ul 500ul 500ul
SFB7%

La mezcla control, asi como las que contienen los plasmidos utilizados,
se agregaron gota a gota a los pozos seleccionados y se dejaron incubar junto
con la mezcla durante 5 h, posteriormente se cambié el medio al normalmente
utiizado (DMEM suplementado con 10%FBS) y posterior de 24 h de
crecimiento se llevd a cabo la seleccion sometiendo las células a medio
suplementado con 1 mg/ ml G418, las células que sobrevivieron a la seleccién
fueron expandidas y posteriormente se les analizo expresion de mensajero,

proteina y ensayos de inmunofluorescencia.
ELISA para deteccion de TNF-a

Se utilizaron placas de 96 pozos para la deteccion de la citocina TNF-a
en sobrenadantes de HaCaT y la linea celular posterior a los tratamientos con
1y5puM BNPT y 10 mM BAY-11-7085 siguiendo la metodologia descrita por
el kit BD Biosciences (555212) para deteccion de sTNF-a humano. Se incubo
durante una noche el anticuerpo de captura en los pozos a 4° C, una vez que

se cumplié este tiempo, se aspiré el anticuerpo de captura y se realizaron
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lavados con PBS1X + 0.05 Tween-20, se utiliz6 PBS1X+FBS al 10 % como
solucion de bloqueo durante una hora a Temperatura ambiente, posterior al
bloqueo se realizaron las diluciones correspondientes a la curva standard y los
sobrenadantes de las diferentes muestras, estas fueron colocadas en los
pozos y se incubaron durante 2 h, finalizado este tiempo de incubacién se
lavaron con PBS 1X+0.05 Tween-20 y se procedi6 a incorporar a los pozos la
solucion detectora (Anticuerpo de deteccion + Strp HRP) y se incubo durante
una hora, finalizado el tiempo de incubacioén se llevaron a cabo 7 lavados con
PBS 1X + 0.05 Tween-20 y se incubo durante 30 min la solucion detectora
para finalmente leer absorbancia a 450 nm, los datos obtenidos fueron
graficados y se les realizo analisis estadistico (ANOVA de 2 vias, post hoc
Tukey, p>0.05).

Ensayos de Muerte celular

Para la deteccion de muerte celular mediante citometria de flujo se utilizé
el protocolo descrito en el Kit eBioscience™ Annexin V Apoptosis Detection
Kits (88-8005-72), este kit permite detectar apoptosis temprana mediante la
union de Anexina acoplada a FITC a fosfatidilserinas de la membrana
extracelular (marcador temprano de apoptosis) y el marcaje con loduro de
propidio (IP) para células muertas. Las células HaCaT fueron tratadas con 3
diferentes moléculas causantes de apoptosis a diferentes concentraciones
como se describe a continuacion; 10 ng/mly 200 ng/ml TNF-a, 30mM BAY 11-
7085 y 1ImM y 5 mM BNPT, cuando los cultivos contaban con 80% de
confluencia se les agrego medio suplementado con las drogas a las
concentraciones mencionadas y pasadas 12 h de incubacién se llevaron a
cabo lavados por PBS 1x estéril, las células fueron despegadas gentilmente
para ser Re suspendidas y lavadas con PBS 1X, una vez que el pellet celular
se encontraba propiamente libre de medio, se re suspendié en 200 pl del buffer
de union proporcionado en el kit, posteriormente se incorporaron 5 pul de
Annexin V-FITC a la suspension celular, se incubo durante 10 min a
temperatura ambiente, posteriormente se incorporé 10 pl de loduro de propidio

(20 pg/ml), inmediatamente los tubos fueron llevados al citometro (BD
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LSRFortessa™), usando células no tratadas para establecer la poblacion

control, se determiné el porcentaje de células muertas y en apoptosis.

RESULTADOS

Transfeccion de E6/E7 en la linea celular de queratinocitos HaCaT.

La linea celular de queratinocitos HaCaT se utiliz6 como modelo
fundamental del presente proyecto, se sembraron células HaCaT en placas de
6 pozos, una vez que alcanzaron el 60 % de confluencia se procedi6 a
disminuir la concentracion de FBS al 7 % y se agreg6 la mezcla de DMEM que
contenia los diferentes plasmidos (mock, expresion constitutiva psbi GNEG6/E7
y dependiente a estimulo psbiTet E6E7), después de 24 h el medio celular se
cambio y se agregd 1mg/ml G418 para seleccionar las células que integraron
los plasmidos para posteriormente mantenerlas en cultivo y realizar distintos

ensayos y asi comprobar la expresion de los plasmidos transfectados.

El primer ensayo que se llevé al cabo fue RT PCR, posterior a la
extraccion de RNA mensajero de las células transfectadas, se llevé a cabo la
reaccion de Retro transcripciobn para obtener ¢ DNA que fue tratado con
RNAsa para llevar a cabo la metodologia de PCR usando primers especificos
para el bicistron E6/E7 y sus respectivas formas de splicing E6/E7*l y E6/E7*I
y usando la linea celular CaSki que es positiva a HPV16 como Control +

obteniéndose los siguientes resultados observados en la Figura 4
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Figura 4. Expresion del bicistron de E6E7 en HaCaT transfectada
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Como se puede observar en la Figura, en la linea celular HaCaT
transfectada con el plasmido psBi GN E6/E7(vector de expresion constitutiva)
se detectaron las bandas correspondientes a E6/E7 y sus respectivas formas
de splicing, pero no en el mock (psbiGN) ni en el pldsmido psbiTET E6/E7
(vector de expresion inducida por Dox); sin embargo, en las células
transfectadas con este ultimo plasmido, posterior al estimulo constante de
Doxicicilina por 24 h, se detectaron las bandas correspondientes a E6/E7 y
sus respectivas formas de splicing, tal como se observo con el plasmido que
expresa E6/E7 constitutivamente (independiente de estimulos).

Posteriormente, en el modelo de expresion de E6/E7 dependiente de
Doxiciciclina para determinar a qué tiempo inicia la expresion del bicistron
E6/E7, se hicieron ensayos de deteccion del RNA mensajero a diferentes
tiempos (12, 24 y 48 h); como se observa en la Figura 5, a partir de las 12 h
de estimulo las células expresan E6/E7 y esta expresion se mantiene
constante hasta posterior de 48 h de estimulo constante sin aparentes
cambios. Este experimento tuvo como finalidad caracterizar el modelo de
expresion dependiente de Doxiciclina para que posteriormente sea comparado

con el modelo de expresion constitutiva (Figura 5).
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Figura 5. Expresién de mensajero de E7/E7 en HaCaT transfectadas con E6E7

Utilizando la metodologia descrita en los experimentos anteriores se
llevaron a cabo los mismos experimentos en las células transfectadas y no
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transfectadas usando los primer correspondientes a Neomicina (Figura 6) y
se observa un decremento de Neo en las células que expresan E6/E7
posterior al estimulo con Doxiciclina, esta aparente perdida del casete de
resistencia a Neomicina se tendria que comprobar sometiendo nuevamente
a las células con G418; sin embargo, dado que mantienen la expresion de
E6/E7, el modelo es viable para los siguientes experimentos que fueron
llevados a cabo, se descarta que el plasmido se pierda en el modelo
inducible, y se sugiere que la expresion del promotor inducible afecta de

alguna manera la expresion del promotor de neomicina.
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Figura 6. Expresion de Neomicina en HaCaT transfectadas establemente

Finalmente, mediante el uso de primers especificos para E7 de HPV16
se observa el mismo patrén de expresion anteriormente detectado con el
bicistron, esto refuerza que la transfeccion celular fue exitosa y expresan
constitutivamente o posterior al estimo con Doxiciclina E6E7 y E7

independientemente (Figura 7)
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Figura 7. Expresion del mensajero de E7 en HaCaT transfectadas con el bicistron de EG6E7
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Validacion del modelo de transfeccion constitutiva

De a acuerdo a la literatura, se ha descrito que las moléculas P53 y RB
son blancos de E6 y E7 respectivamente las cuales llevan a su degradacion
llevando a las células a adquirir un fenotipo resistente a apoptosis, es por ello
que, mediante ensayos de Western Blot se analizo la expresion de P53 y RB
en el modelo de transfeccion constitutiva (psbiGNE6/E7), se observa en la
Figura 7 que en las células que expresan E6/E7 la expresion de RB y P53
decrementan, este resultado esperado confirma que ademas de la expresion
del mensajero de las oncoproteinas virales, se encuentran activas en este
modelo, cabe destacar que en el modelo dependiente de estimulo de
Doxiciclina no se observa la misma magnitud en el decremento de P53y RB,
esto puede ser debido a que en periodos de expresion cortos del mensajero
de E6/E7, no es suficiente para degradar completamente P53 y RB; para
comprobar lo mencionado se tendrian que mantener el estimulo constante de
Doxiciclina durante tiempos mas largos, hasta el punto de observar un nivel
de degradacion similar al observado el modelo de transfeccion constitutiva
(Figura 8).
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Figura 8. Decremento en la expresion de p53 y RB en pshiGNE6/E7, con respecto a HaCaT
y pshiGN. Modelo valido
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Expresion del Reportero GFP en células transfectadas

Los plasmidos usados contienen el reportero GFP (el cual se expresa
constitutivamente con un promotor independiente del promotor de E6/E7),
como parte del proceso de caracterizacion del modelo celular transfectado, se
usaron las células para ensayos de Inmunofluorescencia y Western Blot. En el
ensayo de Western Blot se detectaron bandas correspondientes a GFP (27
kDa) unicamente en las células transfectadas, se us6 como control negativo

HaCaT no transfectado (Figura 9).
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Figura 9. Expresion del transcrito de GFP en células HaCaT transfectadas con el bicistron de
EGE7

Se llevaron a cabo ensayos de Inmunofluorescencia observandose
expresion de GFP en citoplasma de las células transfectadas, nuevamente
estos ensayos comprueban que la transfeccién celular es estable y las células
son viables para el desarrollo de los diferentes ensayos posteriormente

descritos (Figura 10).
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Figura 10. Expresion de GFP en células HaCaT tranfectadas con el bicistrén de EGE7

Expresion de los componentes de las vias clasica y alterna de NF-kB en el
modelo transfectado

Una vez obtenido y caracterizado el modelo de linea celular HaCaT
transfectado con E6/E7 constitutivamente y dependiente de estimulo, se
llevaron a cabo ensayos de Western Blot para determinar la expresion de los
diferentes componentes de la via de sefalizacion de NF-kB clasica y alterna
usando extractos totales y fracciones nucleares y citoplasmaticas. En la Figura
11 se observa que excepto CREL, la expresion de los otros componentes de
las vias clasica y alterna de NF-kB no presentan cambios aparentes, sin
embargo, se llevo a cabo el fraccionamiento nuclear y citoplasmatico de las

células.
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Figura 11. Expresion de los componentes de la via clasica y alterna de NF-kB en células
HaCaT transfectadas con E6/E7 en extractos Totales (Panel A) y fracciones N/C (Panel B)

En los resultados obtenidos del fraccionamiento nuclear y citoplasmatico
de NF-kB se observa claramente solo la expresion nuclear de P50, P65 y cRel
en HaCaT no transfectado (anteriormente reportado), Sin embargo en las
fracciones nucleares de las células transfectadas tanto con los controles como
con E6/E7 se observa una disminucion de la mayoria de los factores NF-kB
estos resultados son consistentes con la observacion de que las células que
contienen los oncogenes de HPV contienen principalmente P50 en el nicleo y
disminucién nuclear de RELA. Este mismo hallazgo es observado en las lineas
celulares positivas para HPV y HaCaT transfectadas por Havard y cols (Havard,
2002). sin embargo, es un resultado que debe analizarse con precaucion
porque parece deberse mas a la presencia del DNA exdgeno, que a la
actividad de los oncogenes. Se requieren experimentos adicionales, para
resolver si el efecto es mas pronunciado por la presencia de los oncogenes

gue por la presencia de DNA exdgeno (solo el vector).
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Adicionalmente, con la finalidad de comprender mejor la expresion y actividad
de los factores NF-kB, en la biologia del queratinocito, se hizo un analisis de
los factores en condiciones de diferenciacion inducida por Calcio de las células
HaCaT. Los queratinocitos HaCaT tratados con niveles bajos en Calcio
durante 5d, adquieren fenotipo similar a los queratinocitos de la capa basal, y
mantienen activa la via clasica de NF-kB, sin embargo, una vez que reciben el
estimulo de 2.8mM CacCl para promover la diferenciacion durante 1-5 d, los
componentes de la via alterna de NF-kB (0 NF-kB2), también se detectan en
el nucleo sugiriendo su posible participacion durante la diferenciacion (Bautista
Gaytan, 2017)

Posteriormente, se llevo al cabo el analisis de moléculas reguladas por la
actividad de NF-kB, tales como TNF-q, citocina proinflamatoria, clAP 1y 2 que
ademas son participantes en la via de sefalacion del factor de transcripcion
NF-kB.

Andlisis de expresion de mensajero de genes regulados por NF-kB

Mediante ensayos de RT PCR se analizo la expresion del mensajero de TNF-
a, clAP 1y 2, se observa particularmente en el caso de TNF-a que en las
células HaCaT transfectadas con E6/E7 constitutivamente aumento en la
expresion del mensajero de la citocina, sugiriendo una posible regulacion
positiva de esta debida a la presencia y o actividad de las oncoproteinas virales
(Figura 12).
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Figura 12. Expresion de mensajero de: clAP1, 2 y TNFa en HaCaT y HaCaT transfectadas
con EGE7

Debido a que de la totalidad de resultados obtenidos de la transfeccion
celular estable de HaCaT con E6/E7 de HPV16 el cambio mas evidente fue el
aumento en expresion del mensajero de TNF-a, se decidio dirigir el proyecto
de investigacion en entender el papel que tiene esta citocina primero en el
modelo celular control, (células no transfectadas) para posteriormente
comparar los resultados con el modelo que expresa las oncoproteinas de HPV,
por otro lado, la evaluacion de funcionalidad (resistencia a muerte) también se
llevd a cabo primero en el modelo control y entender el papel de NFkB clasica

y alterna bajo condiciones de no expresion de E6/E7.
Ensayos de Muerte celular en linea celular HaCaT (no transfectada)

Mediante citometria de flujo se llevaron a cabo ensayos de apoptosis en
la linea celular HaCaT sin transfectar para determinar su sensibilidad a
diferentes compuestos; TNF alfa (citocina que puede llevar a activacion de NF-
KB o muerte celular) BNPT (Inhibidor de clAP 1y 2) y BAY 11-7085 (inhibidor
de NF-kB ), los resultados obtenidos demuestran que la linea celular HaCaT
Unicamente es sensible a muerte en presencia de BAY inhibidor de NF-kB, a
pesar de haber usado 2 concentraciones de los otros 2 inhibidores (BNPT y
TNF alfa), las células presentan resistencia y su viabilidad no se ve afectada,
en la figura 13 se observa que el porcentaje de células muertas y en apoptosis
en de aproximadamente el 40 % en presencia de BAY 11-7085, el porcentaje
de células vivas disminuye por debajo del 20 % por lo que la viabilidad celular
esta claramente afectada, la inhibicion de NF-kB provoca muerte celular en
HaCaT y esto posiblemente esté relacionado con la produccion de TNF-q,
como se ha descrito anteriormente la via clasica de NF-kB se encuentra
constitutivamente activa en HaCaT, esto refuerza la importancia que tiene la

via en la linea celular.
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Figura 13. Ensayos de muerte celular, linea celular HaCaT en presencia de diferentes
estimulos apoptoticos. Se observa efecto Unicamente en presencia de BAY 30m

Determinacion de la expresion de clAP 1y 2 en HaCaT

Debido a la ausencia de muerte celular en presencia de BNPT inhibidor
de clAP 1y 2 se determiné analizar la expresion de estas proteinas mediante
Western Blot (Figura 14) y se observa claramente (que estas proteinas son
degradadas en presencia de 5 uM BNPT, por lo que se confirma que la
degradacion de clAP 1 y 2 no afecta la viabilidad celular, por otro lado, se
analizé la expresion del mensajero de clAP 1, 2 y TNF-a en presencia de BNPT
y se encontrd una tendencia de degradacion del mensajero en presencia del
inhibidor de la IAPs, con respecto al TNF-a se observa que en presencia de 1
UM BNPT favorece la sintesis de mensajero de TNF-a, pero disminuir a la
concentracion mas alta. Este resultado es consistente con la observacion de
que TNF-a disminuye después de 24 h de diferenciacion o presencia de los

componentes de la via alterna de NF-kB (dato no mostrado
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Figura 14. Decremento en la expresion de clAP 1y 2 en HaCaT tratadas BNPT (A) proteina
y (B) mensajero

Deteccion de TNF-a mediante ELISA'y WB

Una vez que se determiné la resistencia y sensibilidad de HaCaT a
diferentes compuestos se llevaron a cabo ensayos de ELISA en
sobrenadantes para detectar la produccion de TNF-a soluble (sTNF-a) citocina
importante en la activacion y regulacion de NF-kB, se observa en la Figura 15
panel A que las células en presencia de BAY se detectan en el medio
aproximadamente 300 pg/mL de TNF-a, y esta produccion de TNF podria estar
directamente relacionada con el efecto de muerte demostrado, comparado con
la condicion control y en presencia de BNPT no hay aparente secrecion de
TNF-a, en estos los niveles de muerte celular son muy bajos; por otro lado, se
analizo la expresion proteica de TNF-a membranal (nNTNF-a) en extractos
totales de las células tratadas con BAY y BNPT y contrario a lo observado para
STNF-a, se detectan bandas de 26 kDa correspondientes a mTNF-a aunque
mas claramente en las células tratadas con BNPT, esto a pesar de un evidente

aumento en la expresion de la Enzima Convertidora de TNF-a (TACE), cabe
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destacar que en presencia de BAY no se detecta la forma membranal de la
citocina, ya que los restos de las células en apoptosis, probablemente se
pierden en el lavado de las células, durante la preparacion de extractos
proteicos (Figura 15 Panel B). Se requieren mas experimentos para
comprender porque hay un aumento aparente de mTNF-a en las células
HaCaT tratadas con BNPT.
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Figura 15. Secrecion de TNF a (soluble), inicamente en presencia de BAY 30mM

Activacion de la via alterna de NF-kB por BNPT y expresion de receptores 1
y 2 de TNF-a en células HaCaT.

Los resultados anteriores llevaron a analizar la expresion de los
receptores de TNF alfa TNFR1 y TNFR2 (Figura 16), se encontr6 que en
presencia de BAY Unicamente hay expresion de TNFR2 y posiblemente
mediante la activacion de este mediante TNFa soluble se lleve a cabo la
sefalizacion que causante de la muerte celular observada, por otro lado,
HaCaT en presencia de BNPT expresa ambos receptores y una posible
interaccion con TNF-a membranal lleve a la activacion de la via clasica o
alterna de NF-kB, por lo que se usaron anticuerpos para detectar RELB y NIK,

componentes fundamentales de la via alterna de NF-kB, se puede observar
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en la Figura 16 que la linea celular HaCaT en presencia de BNPT se expresa
RELB y se lleva a la acumulacion de NIK, sin la necesidad del uso de un
inhibidor de proteosoma, debido a que BNPT lleva a la activacion de la via
alterna de NF-kB vy esta sea una posible explicacién de la resistencia a la

muerte encontrada en las células tratadas con BNPT.
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Figura 16. Expresion de TNFR1, 2 RelB y NIK en HaCaT tratadas con BNPT

Debido a que se comprobd la activacion de la via alterna de NF-kB se
llevaron a cabo ensayos de Western Blot en fracciones nucleares y
citoplasmaticas para detectar los componentes de la via alterna de NF-«kB
(RelB) y de la via clasica que anteriormente se ha descrito activa en esta linea
celular, en la Figura 17 se puede observar que en nucleo se detecté aumento
en la translocacion de Rel B componente de la via alterna de NFKB por lo que
se confirma actividad de la via alterna de NFKB en presencia de BNPT.
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Figura 17. Fracciones Nucleo/Citoplasma de HaCaT tratadas con BNPT
DISCUSION

La actividad de las vias clasica y alterna de NF-kB regula la transcripcion
de diversos genes involucrados en diferentes procesos celulares (inflamacién,
apoptosis, resistencia a muerte, diferenciacion, entre otros); debido a la gran
cantidad de procesos en los que se encuentra involucrada esta via de
sefalizacion, es de interés particular en el estudio de diversas patologias tales

como, el cancer de cérvix.

El objetivo inicial del presente proyecto de investigacion biomédica tiene
por particularidad entender la interaccién entre las vias de sefialacion de NF-
KB con las oncoproteinas E6/E7 de HPV16, causantes de la transformacion
celular, promoviendo su malignizacién, ya que posiblemente directa o
indirectamente, las oncoproteinas virales alteren positiva o negativamente la
actividad de NF-kB.
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Se ha reportado que la presencia de E6/E7 de HPV 16 altera la actividad
de NF-kB en células epiteliales cervicales mediante la inhibicion de la actividad
de NF-kB en células pertenecientes a la zona de transformacion del cérvix
(Vandermark, 2012), sugiriendo que esta inhibicion de la actividad del factor
de transcripcion, favorece el proceso de inmortalizacion, esta relacion entre la
actividad de NF-kB con la presencia de las oncoproteinas virales es un
antecedente que deja en claro la importancia de alteraciones en la
sefalizacion de NF-kB, durante el desarrollo tumoral en el Cérvix; sin embargo,
contrario a lo reportado en los resultados obtenidos en el presente proyecto,
la transfeccion de E6/E7 en la linea celular HaCaT no altera completamente la
actividad de NF-kB, nosotros observamos solo disminucion de la expresiéon de
cREL en el modelo de transfectantes que expresan constitutivamente los
oncogenes EG6/E7, pero no en el modelo de expresion controlada,
probablemente este efecto ocurre lentamente y requiere tiempos mas largos
a los monitoreados en el modelo inducible o probablemente el efecto debe a
diferencias en los modelos (por ejemplo diferencias en la fuerza de los
promotores o eficiencias de transfeccién) y estos resultados deben ser
estudiado con mayor profundidad. Los queratinocitos de piel de donde
proviene la linea celular HaCaT presenta constitutivamente activa la via
clasica de NF-kB, cumpliendo un papel importante en el proceso de
supervivencia, ya que al ser una célula transformada (no oncogénica) tiene un
fenotipo inmortal a pesar de tener P53 activa y funcional. Por otro lado, en el
antecedente mencionado solo se toma a consideracion la actividad de P65,
componente de la via clasica de NF-kB, por lo que se puede sugerir relacion
entre E6/E7 de HPV 16 en la actividad de la via clésica.

La via alterna de NF-kB cuyos componente RELB y P52 cumplen
diferentes funciones en procesos celulares tales como diferenciacion vy
linfogénesis (Sun 2011), en resultados obtenidos en el laboratorio, se ha
descrito la importancia de la via alterna de NF-kB durante el proceso de
diferenciacion estimulado por aumento en la concentracion de Calcio en la

linea celular HaCaT, por lo que entender la relacion de E6/E7 con el factor de
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transcripcion NF-kB, tendria que considerar a los componentes de la via

clasica como de la via alterna.

En el laboratorio se ha analizado esto usando como modelo las lineas
celulares provenientes de Cancer Cervicouterino; SiHa, CaSki y C33-A,
observandose una activacion diferencial de la via clasica y alterna de NF-kB,
particularmente se ha observado que en CaSki (linea celular con mayor
namero de copias virales) la activacion de la via clasica y alterna de NF-kB es
evidenciada mediante la deteccion nuclear de todos los componentes de NF-
KB; sin embargo, los componentes de la vial alterna son detectada claramente
en todas las lineas celulares HPV positivas o0 negativa, sugiriendo que la via
de sefializacion alterna de NF-kB cumple un papel importante en la biologia o
supervivencia de las células malignas de cérvix, por lo que para analizar esto
a profundidad es que se plante6 establecer un modelo de transfeccion celular

EG6/E7 en la linea celular HaCaT.

En 2015, VanWaes y colaboradores reportaron que la via alterna de NF-
KB tiene un papel de importancia en el desarrollo del cancer de cabeza y
cuello, ya que observaron que estos tumores tienen una elevada expresion de
p52 y RelB componentes de la via alterna de NF-kB, esta alta actividad de la
via alterna de NF-kB es debido a una baja expresion de TRAF3, molécula
asociada a la sefializacion de la via clasica de NF-kB, una vez que
reestablecen la expresion de TRAF3, las células se vuelven sensibles a muerte
por TNF-a y Cisplatino, llevando a un decremento en la actividad de la via
alterna de NF-kB y evidenciando su importancia en la resistencia a muerte.
Este estudio soporta lo observado en los antecedentes del laboratorio cuya
particularidad radica en la participacion de la via alterna de NF-kB en la
resistencia a la muerte, por otro lado, en los resultados obtenidos en el
presente proyecto, la linea celular HaCaT presenta resistencia a la muerte
mediante la inhibicién y degradaciéon de clAP 1y 2, esta resistencia a la muerte
se pudo confirmar que es debido a la acumulacion de NIK y consiguiente

activacion de RELB mediante su translocacion nuclear teniendo un papel
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importante en la resistencia a muerte. Por otro lado, en resultados obtenidos
en el laboratorio por el Dr. Aguiar, al tratar las células CaSki con BNPT
(inhibidor de las IAPs) usado en el presente estudio, sensibiliza
diferencialmente a las lineas celulares SiHa y CaSki a muerte, nuevamente
evidenciando el papel importante de la via alterna de NF-kB en el

establecimiento de un fenotipo tumoral.

Una vez que el HPV logra infectar una célula basal del epitelio cervical,
se activan distintos receptores que funcionan como sensores que identifican
patrones moléculas asociado a patogenos (PAMPS) llevando a la activacion
de la via clasica de NF-kB que producira proteinas pro inflamatorias como el
TNF-a activando el reclutamiento de células inmunes como los linfocitos Ty B
combatiendo el proceso de infeccion viral (Shimada S, 2014), esta activacion
de la via clasica de NF-kB como respuesta al inicio de la infeccién viral por
HPV ha sido descrita por diversos autores; sin embargo, Karim en 2013,
reporta que esta activacion es detectada 24 h después posteriores a la
infeccion y es suprimida 48 h después de la infeccion.

El proceso de infeccion se compone de 3 fases; Amplificacién inicial en
células basales no diferenciadas donde el numero de copias virales es menor
a 200 y la respuesta pro inflamatoria debida a la activaciéon de NF-kB y
produccion de citocinas también es mediada por la interaccion de E1 de HPV
con NF-kB para inactivar la respuesta inmune, esto se mantienen durante la
fase de Mantenimiento estable de la infeccidn, donde los queratinocitos
basales infectados comienzan a diferenciarse y migrar a través de los
diferentes estratos de la epidermis (estrato granuloso y cornificado), una vez
gque estan completamente diferenciados inicia la fase de amplificacion
productiva donde el nUmero de copias virales aumenta exponencialmente y se
propone que E6/E7 cumplen algun papel en la inactivacion de los factores de
la familia NF-kB ,que se activan por la infeccién viral (Kiyono 2016), tomando
en consideracion lo mencionado en estos antecedentes es importante hacer

mencion que la actividad que tienen tanto la via clasica como alterna de NF-
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kKB durante el proceso de diferenciacion inducida por calcio de los
queratinocitos, descrito en este laboratorio. Este proceso podria verse
afectado por la presencia de los oncogenes E6/E7 de HPV 16, por lo que es
necesario establecer un modelo que considere la actividad de NF-kB en el
contexto de presencia de las oncoproteinas virales durante la diferenciacion
del queratinocito, ya que, usando células no diferenciadas y transfectadas con
los oncogenes virales de HPV y promover su diferenciacion, se estableceria
un modelo similar al proceso de infeccion viral y se podria entender la
participacion de los factores de la via clasica y alterna de NF-kB durante la
infeccion, mientras las células estan activamente diferenciandose, modelo ya

establecido en el laboratorio y en proceso de estudio.

Duerksen-Hughes en 2002 reporta que la oncoproteina E6 de HPV 16
tiene la capacidad de unirse al C terminal de TNFR1 evadiendo asi la induccién
de la apoptosis mediante la inactivacion de NF-kB llevando a que no se
produzca TNF-a, molécula encargada de activar la sefalizacion de muerte
celular, sin embargo, estos experimentos fueron realizados en fibroblastos de
ratén y células de osteosarcoma humano, las células blanco de la infeccion de
HPV son los queratinocitos y como observamos en los resultados del presente
estudio, la linea celular HaCaT presenta resistencia a muerte por TNF-a y
BNPT, a pesar de haber usado concentraciones altas de TNF-a soluble, la
linea celular HaCaT presento resistencia a la muerte a pesar de expresar
TNFR1 y TNFR2; esta resistencia posiblemente sea explicado a que la unién
del ligando TNF-a al receptor ademas de activar la sefalizacién a apoptosis
lleva a la activacion de NF-kB alternativa mediante TNFR2 y este le confiera
resistencia a la muerte, para definir esto se sugiere llevar al cabo experimentos
de apoptosis usando células HaCaT control y transfectadas (E6/E7) y tratadas
con TNF-a y concentraciones bajas de BNP que activen al via alterna, y
compararlos con células que solo HaCaT tratadas solo con TNF-a. Las células
HaCaT en condiciones de crecimiento tienen activa solo la via clasica.
Ademas, enriquecer estos ensayos con caracterizacién celular como la

deteccion de translocacion nuclear de los factores de NF-kB y analisis de
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acumulacion de NIK, para tener una explicacibn mejor de la resistencia a

muerte observada relacionada al factor de transcripcion NF-kB.

Por otro lado, en los resultados observados en el presente estudio,
cuando las células son tratadas con BAY inhibidor de la fosforilacion de IkB,
por lo tanto, evita que este sea degradado via proteosoma regulando negativa
y principalmente la activacion de la via clasica de NF-kB, se detecta un alto
indice de muerte celular y una alta concentracion de TNF-a en los
sobrenadantes de cultivo. Como se ha mencionado, se ha sugerido que la via
clasica de NF-kB es de importancia en el establecimiento de inmortalizacién
en HaCaT, por lo que este resultado evidencia la adiccién de los cultivos
inmortalizados a la actividad clasica de NF-kB. Estos datos evidencian
nuevamente la importancia del factor de transcripcion NF-kB en la

supervivencia celular y quizas en la resistencia a la apoptosis.

Se ha propuesto que la infeccion a queratinocitos por HPV modifica la
expresion de citocinas mediante interferencia en la activacion de la via clasica
de NFkB, Havard en 2001 evalta la expresion nuclear de P65 y P50
componentes de la via clasica de NF-kB y reporta que en presencia de HPV
la via clasica de NF-kB aparentemente se encuentra inactiva debido a la
ausencia de translocacion nuclear de P65 y P50 y este mecanismo es
propuesto como una posible explicacién del decremento en la secrecién de
citocinas pro inflamatorias tales como TNF-q, llevando a la evasion del sistema
inmune; sin embargo, esto difiere con lo reportado por el laboratorio donde
observamos clara expresion nuclear de los componentes de la via clasica y
alterna de NF-kB en CaSki, pero no en celulas SiHa,; ademas ambas células
expresan temporalmente diferente cantidad de citocinas (como TNF e II-6) por
lo que es de interés entender que papel especificamente regulan las vias del
factor de transcripcion NF-kB durante la infeccion viral y como esto altera la
secrecion de citocinas en el queratinocito, y también investigar una vez que
esta establecida la infeccion, como afecta la infeccion en los estratos

superiores en diferenciacion cuando la actividad viral esta activa.
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Se ha discutido en diversos estudios que la evasion del sistema inmune
durante el proceso de infeccion viral es fundamental para llegar a una infeccion
productiva que posteriormente dirija a la transformacién y malignizacién celular
dando origen al desarrollo de la patologia, durante este proceso de infeccidn
inicial la regulacién negativa por parte del HPV de la via clasica de NF-kB
parece tener correlacion, por otro lado, una vez que se encuentra establecida
la infeccion y el numero de copias virales aumenta, la expresion de las
oncoproteinas se hace presente en el epitelio cervical, la actividad de NF-kB
nuevamente se ve alterada, tanto en la via clasica como alterna, tal como lo
observamos en la actividad diferencial observada en SiHa, CaSkiy C33-A, en
este punto la actividad de NF-kB en las diferentes lineas celulares, puede estar
relacionada con las diferencias de actividad en las células epiteliales, al

momento de la adquisicion de un fenotipo inmortal.

En el presente estudio se logré transfectar el bicistron E6/E7 de HPV16
en la linea celular de queratinocitos HaCaT, este sistema de transfeccion
estable provee de una herramienta util para entender el papel especifico de
las oncoproteinas en diferentes vias de sefalizacion y diferentes procesos
celulares ya sea en condiciones de expresion constitutivas donde E6/E7 se
encuentran activos o en condiciones dependientes de estimulo donde E6/E7
comienzan a replicarse simulando un estadio diferente a la expresion
constitutiva. En otros estudios, tal como en el llevado a cabo por Jave-Suarez
en 2019, de igual manera se transfect6 HaCaT con E6/E7 de HPV16 para
determinar su importancia en la regulacién de Interleucina 6, ellos describen
que la presencia de E6 lleva a una fuerte sobre expresion del mensajero de
IL-6 en las células transfectadas, aunado al aumento en la excrecion de IL-6
en células, este efecto se observa de manera discreta en presencia de E7, sin
embargo, dado que todos los experimentos fueron dirigidos al andlisis de la
expresion del mensajero y secrecion de las citocina, por lo que aun se debe
evaluar si los receptores de II-6 o TNF se sefalizan autocrina y

paracrinamente.
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El modelo establecido y caracterizado en el laboratorio de HaCaT
transfectada con el bicistron de E6/E7 puede usarse en el analisis de
diferentes ligandos y diferentes respuestas a estimulos de proliferacion,
supervivencia o de muerte celular. Es por ello que el presente proyecto se
centr6 en caracterizar la respuesta a diferentes moléculas causantes de
apoptosis en condiciones basales, es decir, en ausencia de EG6/E7,
desafortunadamente no se pudo continuar por la situacion actual de pandemia
con su comparacion con las células que expresan E6/E7 de manera

constitutiva o inducible, lo que debera analizarse en el futuro.

CONCLUSION

La transfeccion de células HaCaT con E6/E7, altera la via NF-kB, pero
aparentemente solo disminuye la expresion de cREL y la localizacién nuclear
de cREL y P65.

RESUMEN DE RESULTADOS

1.- Se obtuvo un modelo de transfeccion estable en células HaCaT que
expresan el bicistron de E6/E7 de HPV16 constitutivamente y dependiente de

estimulo.

2.- Todos los componentes de NF-kB de la via clasica y alterna se expresan
en condiciones basales y en células transfectadas con E6/E7, la expresion
nuclear de RELA y P50 en todas las condiciones sugieren actividad de la via

clasica de NF-kB.

3.- La expresion constitutiva de E6/E7 lleva a un aumento en la sintesis del

mensajero de TNF-a

4.- La linea celular HaCaT es resistente a muerte, inducida por TNF-q, esta
linea celular expresa los componentes de la via clasica de NF-kB en nucleo,

por lo que esto puede estar relacionado a su supervivencia celular.
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5.- La linea celular HaCaT es resistente a muerte posterior a la inhibicion de
ClAP 1 y 2 con BNPT, esto debido a la acumulacion de NIK y posterior

activacion de la via alterna de NF-kB.

6.- La inhibicion de clAP 1y 2 lleva las células a expresar TNF-a membranal

y a u incremento en la expresion de TACE

7.- La degradacion de IkBa por BAY afecta la viabilidad celular de HaCaT, con
un alto indice de muerte celular, esto confirma la importancia de la via clasica

de NF-kB en el fenotipo inmortal adquirido por HaCaT.

8.- Como consecuencia de la muerte celular en HaCaT por accion de BAY, se
detectan altas concentraciones de TNF-a, citocina proinflamatoria que

mediante la activaciéon de TNFR1 puede llevar a apoptosis.

PERSPECTIVAS

1.- Llevar a cabo los ensayos de muerte celular con BNPT, BAY y TNF-a en
las células transfectadas con el Bicistron E6/E7 de HPV16 para determinar su

resistencia a la muerte.

2.- Someter al modelo celular transfectado con EG6/E7 constitutivo a las
condiciones de diferenciacion celular establecidas anteriormente en el
laboratorio y determinar si la presencia de los oncogenes altera la actividad de

NF-kB alterna activa durante la diferenciacién celular.

3.- Una vez que la linea celular HaCaT diferenciada y transfectada se

encuentre estable llevar a cabo analisis de muerte celular.

4.- Estudiar otros posibles ligandos o citocinas como el caso de IL6 en el

modelo celular transfectado con HPV16 EGE7

5.- Llevar a cabo ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para
determinar que genes esta regulando la via clasica y alterna de NF-kB en

todos los modelos establecidos.
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