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Efecto de la metilacion de la LCR en la actividad transcripcional del VPH16

l. RESUMEN

Antecedentes: Evidencias experimentales y epidemiolégicas indican que el CaCU
es causado por la infeccidn persistente con VPH de alto riesgo. El genotipol6 es el
mas comunmente detectado en CaCU. Los oncogenes E6 y E7 explican en gran
medida el potencial oncogénico de los VPH de alto riesgo. En la regulacion de la
expresion de E6 son importantes la proteina viral E2 y la LCR. Recientemente varios
trabajos indican que la metilacion de CpGs presentes en la LCR podrian tener un
papel potencial en la regulacion de la expresion de genes virales. Objetivo: Evaluar
el efecto de la metilacion de la LCR en la actividad transcripcional del VPH16.
Material y métodos: Analizamos la metilacion del fragmento 3" de la LCR del VPH16
por modificacion-secuenciacion, valoramos por RT-gPCR el nivel de RNAm de E6 del
VPH16 en muestras sin LEl y en CaCU y ademas analizamos el papel de la
metilacion in vitro y por DNMT3B en la actividad transcripcional del VPH16 en la linea
celular C-33A. Resultados: No encontramos metilacion en el fragmento de la LCR
del VPH16 analizado tanto en muestras sin LEI como en las muestras de CaCU. El
nivel del RNAm de E6 fue mas alto en las muestras de CaCU que en las muestras
sin LEI. La metilacién in vitro de la LCR del VPH16 y el aumento de los niveles de
DNMT3B disminuye gradualmente la actividad transcripcional del VPH16.
Conclusiones: El nivel del RNAm de E6 del VPH16 es mas alto en CaCU que en
citologia cervical normal. La metilacién in vitro de la LCR del VPH16 disminuye su
actividad transcripcional en C-33A. La sobre-expresion de DNMT3B1 afecta de

manera negativa la actividad transcripcional de la LCR del VH16.

Palabras clave: Metilacion del DNA, Regién Larga de Control (LCR), VPH16.
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Effect of methylation of the LCR in VPH16 transcriptional activity

. ABSTRACT

Background: Experimental and epidemiological evidence suggests that CaCU is
caused by persistent infection with high-risk HPV. Genotype 16 is the most commonly
detected in CaCU. The E6 and E7 oncogenes largely explain the oncogenic potential
of high-risk HPV. In the regulation of the expression of E6 it's important the viral
protein E2 and LCR. Recently, several studies indicate that methylation of CpGs
present in the LCR could have a potential role in the regulation of viral gene
expression. Objective: To evaluate the effect of HPV16 LCR methylation in
transcriptional activity of E6 in CaCU. Material and Methods: We analyzed the
methylation of the LCR 3" fragment of the HPV16 by modification-sequencing, we
value the level of E6 mMRNA of HPV16 in samples without LEI and CaCU. Besides we
analyzed the role of methylation in vitro and the methylation by DNMT3B in the
transcriptional activity of the HPV16 in C -33A cell line. Results: No methylation was
found in the fragment of LCR from HPV16 that we analyzed in both samples without
LEI and in samples of CaCU. The E6 mRNA level was higher in CaCU than in normal
cervical cytology samples. The in vitro methylation of the HPV16 LCR and increased
levels of DNMT3B gradually decreases transcriptional activity of HPV16.
Conclusions: The level of E6 mMRNA of HPV16 is higher in CaCU than in normal
cervical cytology. The in vitro methylation of the HPV16 LCR decreased its
transcriptional activity in C -33A. Overexpression of DNMT3B1 negatively affects the

transcriptional activity of the LCR of VH16.

Keywords: DNA methylation, Long Control Region (LCR), HPV16.
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II. INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a un grupo de virus que pueden
inducir tumores epiteliales escamosos en diversas localizaciones anatémicas. La
Agencia Internacional para la Investigacion sobre el cancer reconoce una fuerte
correlacion entre el VPH y algunos tipos de cancer como el cervical, el cancer de
pene, de vulva, de vagina y de ano. En el 2008, de los 12.7 millones de nuevos
casos de cancer que se registraron en todo el mundo, el 4.8% fueron atribuidos a la
infeccion por VPH (Morshed et al., 2014). La infeccidén persistente por VPH de alto
riesgo (VPH-AR) es la causa principal de cancer en diversos sitios del tracto
anogenital. El genotipo predominante de VPH-AR en el CaCU es el VPH16, el cual
es reportado en 50% del total de los casos de esta malignidad (Chaiwongkot et al.,
2013).

El genoma del VPH16 es de DNA circular de doble cadena y tiene ~8000 pares de
bases (pb). EI genoma se divide en tres regiones: 1) La regién larga de control
(LCR), 2) region de expresion temprana (EER) y 3) region de expresion tardia (LER).
La LCR regula la transcripcion del genoma viral y contiene el origen de replicacion.
La EER codifica para seis marcos de lectura abiertos de E1 a E7 los cuales
intervienen en el control de la expresion y replicacion viral; la LER codifica dos
marcos de lectura abiertos L1 y L2 las cuales son proteinas de la capside
(Vinokurova y Doeberitz, 2011; Hui, 2012; Camilleri y Blundell, 2009; Lazarczyk et al.,
2009).

El VPH infecta el epitelio plano escamoso, y su ciclo de replicacion esta ligado a la
diferenciacion de los queratinocitos (Kines et al., 2009; Chow et al., 2010).
Normalmente las infecciones por VPH-AR son autolimitadas y se revierten
espontaneamente en individuos inmunocompetentes, y solo cerca del 25%
desarrollan una lesidon escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG). Sin embargo,
en individuos inmunosuprimidos o susceptibles, la infeccion tiene una alta
probabilidad de persistir y progresar a lesion intraepitelial escamosa de alto grado

(LEIAG) y posteriormente a cancer cervical invasor (Schmitz et. al., 2012).
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El VPH-AR se puede encontrar en la célula huesped en forma episomal, en forma
integrada o en forma mixta (Woodman et al., 2007). La integracion del genoma del
VPH generalmente ocurre en regiones del genoma de baja condensacién como lo
son las regiones transcripcionalmente activas (Lopez y Aristizabal, 2006; Woodman
et al., 2007). El proceso de integracion implica el rompimiento o linearizacion del
genoma del VPH, evento que principalmente se lleva a cabo la region E1/E2.
Durante esta integracion, las regiones codificantes de E1 y E2 son generalmente
interrumpidas, lo que resulta en la pérdida de su expresion (Moody y Laimins 2010;
Saavedra et. al., 2012). La proteina E2 es un regulador negativo de la transcripcion
de los genes E6 y E7. En presencia de la proteina E2 hay represion continua de la
transcripcion de E6 y E7, por el contrario, la ausencia de la proteina E2 permite el
acceso de factores de trascripcién celulares los cuales interactian en distintas
regiones de la LCR y permiten la transcripcion de los genes E6 y E7 (Lazarczyk et
al., 2009; Raybould et al., 2011). E6 y E7 son importantes oncogenes virales, su
expresion induce la inmortalizacion celular y la transformacién a través de la
interacciéon con hTERT, p53 y pRB, por lo cual la desregulacién de la expresién de
E6 y E7 se considera un evento clave en el desarrollo de la carcinogenesis cervical
inducida por VPH-AR (Woo y Yang, 2006; Kajitani et al., 2012).

La metilacién del DNA es un componente fundamental de la regulacion epigenética,
la cual es importante en la regulacion de la expresion de los genes. La metilacion de
dinucleotidos CpG puede reducir la actividad transcripcional de un gen al interferir en
la unién de factores de transcripcion a su secuencia blanco (Feng et. al., 2012). Los
sitios CpG frecuentemente se encuentran en alta densidad en islas CpG y la mitad
de los promotores de los genes humanos tienen en su promotor isla CpG (Baylin,
2005; Lam Et al., 2012).

En el genoma del VPH existen sitios CpG que pueden ser metilados (Galvan et al.,
2011). Este hecho indica que la metilacién puede regular la expresion de los genes
virales. En este sentido, la metilacion de la LCR puede tener efectos importantes en
la expresion de todos los genes virales. La LCR contiene sitios de unién para
diversos factores de transcripcién, dichos sitios tienen CpG, los cuales al ser
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metilados podrian interferir con la union de estos factores y de esta manera afectar la
actividad transcripcional del VPH (Hong et al., 2008). La metilacion de la LCR del
VPH 16 ha sido analizada en varias publicaciones recientes, las cuales muestran
que en citologia normal la LCR del VPH16 se encuentra totalmente metilada, en
lesiones de bajo grado la metilacion disminuye y en lesiones de alto grado y CaCU
se observa hipometilacion de la LCR (De la Cruz-Hernandez et al., 2007). Otros
datos sobre la metilacién del genoma del VPH indican que el patron de metilacion es
diferente en infecciones latentes, en lesiones precursoras y en cancer. Estos
cambios en los patrones de metilacibn parecen estar ligados al proceso de
transformaciéon celular inducido por la infeccion con VPH-AR (Vinokurova et al.,
2011). Por otra parte, Ding et al., en el 2009, concluyo que la metilacion de la LCR
estq altamente asociada con la gravedad de la neoplasia cervical, y esto pudiera
relacionarse con la disminucion de la expresion del oncogen E6. Ademas, otro
hallazgo importante indica que la metilacién de los sitios de unién para factores de
transcripcion en la LCR del VPHL16, esta relacionado a la etapa de diferenciacion
epitelial escamosa y podria estar participando de manera importante en la

transformacién neoplasica (Vinokurova et al., 2011).

Se han realizado varios trabajos para evaluar el estado de metilacion del DNA del
VPH pero el significado funcional de la metilacion en la actividad transcripcional adn
no se ha evaluado. Es por eso, que en este trabajo valoramos el efecto que tiene la
metilacion de la LCR en la actividad transcripcional del VPH16 en la linea celular
humana C-33A, en citologias cervicales normales y en CaCU.
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V. MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

La linea celular humana C-33A (cancer cervical negativa a VPH) fue obtenida de
American Type Culture Collection (Manassas, VA). La linea celular fue cultivada con
medio DMEM y F12 1:1 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS, PAA Laboratories GmbH, Austria), 120 U/mL de penicilina (penprocilin 800,000
U, Lakeside, México), 150 pg/mL de estreptomicina (Sulfestrep, Pisa Laboratories,
México) y 40 ug/mL de gentamicina (Schering Plough, México) y se incubaron a 37°C
con 5% de CO,. Para los experimentos de transfeccion, fueron sembradas alrededor

de 665,000 células en placas de 12 pozos con 1 mL de medio.

Muestras

Se seleccionaron 10 biopsias de CaCU y 6 muestras de citologia cervical normal con
VPH16 integrado al genoma celular, del Banco de DNA del Laboratorio de
Biomedicina Molecular de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la

Universidad Autébnoma de Guerrero.

Construcciones y plasmidos

La LCR del VPH16 fue clonada en el vector reportero pGL3-Basic (Invitrogen)
utilizando el kit In-Fusion HD Cloning (Clontech Laboratories, Inc). Los iniciadores
utilizados para amplificar la LCR completa fueron los siguientes: sentido 5' TTT CTC
TAT CGA TAG AGA CCT AGATCAGTT TCC TT yreverso 5 CTT AGA TCG CAG
ATC CTC CTG TGG GTC CTG AAA. El vector reportero pGL3-Basic fue digerido con
las enzima de restriccion Bglll y Kpnl (Fermentas, Glen Burnie, MD, USA). Las
construcciones fueron verificadas por secuenciacion automatizada antes de ser

usadas en las transfecciones.

Metilacién in vitro
La metilaciébn in vitro de todos los vectores reporteros fue realizada con la

metiltransferasa bacteriana M.Sssl, utilizando 0.8 U/ug (New England Biolabs) y 200
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UM de SAM (New England Biolabs) a 37°C durante 44 minutos para la metilacion
total y 3 minutos para la metilacién parcial. Posteriormente la enzima M.Sssl fue
inactivada a 65°C durante 20 min. El analisis de la metilacion de los vectores
reporteros se realiz6 por restriccion con 0.8 U/ ug de las enzimas Hpall y Mspl
(Fermentas) a 37°C durante 4 horas y los fragmentos digeridos fueron visualizados

en gel de agarosa al 1.5%.

Transfecciones

Células C-33A fueron transitoriamente transfectadas por el método de lipofectamina
con 1 pg de cada uno de los vectores reporteros metilados y no metilados; 24 horas
después de la transfeccion las células fueron cosechadas y procesadas para el

analisis de la actividad transcripcional valorando la actividad de la luciferasa.

Ensayo de luciferasa:

Los ensayos de luciferasa se realizaron con el kit Luciferase assay system (Promega,
Madison, WI). Los lisados proteicos se obtuvieron de la siguiente manera; las células
se cosecharon con PBS frio, posteriormente se realizaron dos ciclos de congelacion
descongelaciéon y se resuspendierén en 100 pl de buffer reportero de lisis. Luego
cantidades iguales de lisado proteico ~70 yg se incubaron con reactivo de ensayo
de luciferasa. La deteccién de la luz se hizo mediante el uso de Fluoro Skan Ascent
FL 374 (Thermo Electron, Waltham, MA). El vector pGL-3-control (Invitrogen) se uso

como un control interno para el monitoreo de la eficiencia de la transfeccion.

Modificacion con bisulfito de sodio y amplificacion del segmento 3'de la LCR
del VPH 16.

Se utiliz6 un 1 ug de DNA gendmico para realizar la modificacion con bisulfito de
sodio mediante el uso del kit EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo Research). Los
iniciadores para amplificar de la LCR fueron reportados previamente (Kalantari et. al.,

2004). Para amplificar el segmento 3~ (o promotor) de la LCR se utilizaron los
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iniciadores 16msp5F (posiciones 7750 a 7779; TAA GGT TTA AAT TTT AAG GTT
AAT TAA AT y 16msp8R (posiciones 86 a 115; ATC CTA AAA CAT TAC AAT TCT
CTT TTA ATA obteniéndose un producto de 272 pb. Se utilizaron de 200 a 500 ng de
DNA modificado con bisulfito para cada PCR, 0.2 mM de dNTPs, 2.0 mM de MgClI2,
10 pmol de cada oligo, buffer de PCR 1X, y 2.5 Unidades de AmpliTag Gold DNA
Polymerase en un volumen final de 25 ul. Los productos fueron visualizados en

geles de agarosa al 2%.

Clonacién y seleccion de clonas

Los productos de PCR se clonaron utilizando el kit ClonJET PCR cloning (Thermo
scientific) cual contiene el vector pJET1.2/blunt. Posterior a la transformacién se
seleccionaron colonias de forma aleatoria para la identificacion del producto clonado
por PCR de colonia. Dicha PCR se llevd a cabo en un volumen de 25 uyL que
contiene 0.2 mM de dNTPs, 10 pmol de los iniciadores M13F/R, 1 mM de MgCI2 y 1
U de polimerasa Promega. La PCR se inicié a 94°C por 7 minutos, seguida por una
amplificacion de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a
60°C por 30 segundos y una extension a 72°C por 1 minuto) con una extension final
a 72°C por 7 min. Se verificé la presencia de producto por electroforesis en gel de
agarosa al 2%. Una vez comprobado que se obtuvo un producto de PCR de acuerdo
al peso esperado se escogieron solo 5 clonas para la extraccion de DNA plasmidico
y su posterior purificacion usando SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) y Exol
(Exonuclease 1) de la compaiia USB. En un tubo se agregd 9.5 pL del producto de
PCR de colonia, 1 pyL del buffer 10X SAP, 1 uL de SAP y 0.5 uL de Exol. La mezcla
de reaccién se incubo por 1 hora a 37° C, posteriormente se inactivo la enzima a 72°

C por 30 minutos y enseguida se guardo el producto de PCR purificado a 4° C.

Marcaje y purificacion

El marcaje para la secuenciacion se hizo bajo las siguientes condiciones de ciclaje;
95° 5 min; 95°C 1 min, 50°C 1 min, 72°C 2 min por 30 ciclos; 72°C 7 min, utilizando
los mismos iniciadores, el producto de marcaje se purific6 mediante la técnica con

isopropanol al 85%, posteriormente se realizo la secuenciacion mediante el método
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fluorescente de secuenciacion en ciclo (Big Dye Terminator v3.1 Ready Reaction Kit,
Applied Biosytems) en un secuenciador automatico de DNA ABI Prism 310 Genetic
Analizer (Applied Biosytems) (Casas, et al.,, 1999). Las citosinas metiladas fueron
identificadas a través de alineamientos realizados con los programas methprimer y
LALIGN.

RT-gPCR:

El RNA total fue extraido por el método del TriZol (Invitrogen). El cDNA y la PCR se
realizaron en una reaccion de un solo paso con el kit KAPA SYBR® FAST One-Step
gRT-PCR Kits. Los iniciadores para valorar el nivel de expresion de E6 fueron los
siguientes: 5° GCA CCA AAA GAG AAC TGC AAT GTT y 5 AGT CAT ATA CCT
CAC GTC GCA GTA. Como control de expresion endégena se midi6 la expresion de
GADPH. Los ensayos fueron realizados 2 veces por duplicado en el equipo Step-One
plus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como los valores de la media + el error estandar (E.E).
La evaluacion estadistica de las diferencias significativas fue realizada utilizando la
prueba de t de Student. Las diferencias de p<0.05 fueron consideradas
estadisticamente significativas.
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V. RESULTADOS

Metilacion de la LCR del VPH16

Para valorar el efecto de la metilacion de la LCR en la actividad transcripcional del
VPH16, primero decidimos analizar la metilacion del fragmento 3° o promotor de la
LCR, mediante modificacion con bisulfito de sodio-secuenciacion. Analizamos
muestras sin LElI y CaCU. La regién analizada del genoma del VPH16 incluyé de la
base 7750 a 150, dicha region contiene seis dinucleétidos CpG (Figura 1). Al analizar
3 clonas seleccionadas para secuenciacion, no detectamos metilacion en ninguno de
los CpGs analizados tanto en muestras de citologia cervical normal como en las de
CaCuU.

3" LCR VPH16

gy OO O-O-0-O
W OO O-O-0-O

® CpG metilado

O CpG no metilado

Figural. Perfil de metilacién del segmento 3" de la LCR del VPH16 en muestras sin LEl y CaCU.
El estado de metilacion fue determinado por modificacion con bisulfito de sodio seguido por
secuenciacién de 3 clonas. Cada uno de los circulos representa uno de los 6 CpG, y el nimero en la
parte superior representa la posicion de este CpG en el genoma del VPH16. Los circulos en blanco

representan un CpG no metilado, circulos negros representan CpG metilado.
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Nivel de RNAm de E6 VPH16 en muestras sin LEI y CaCU.

El nivel de RNAmM de E6 se determinéd mediante RT-gPCR en diez muestras de
CaCU y en seis muestras sin LEI, todas con infecciéon por VPH16. En donde
encontramos que el 70% (7/10) de las muestras de cancer cervical mostraron una
expresion elevada de E6 (un incremento mayor del doble), en comparacion con las
muestras sin LEI (Figura 2). La media del nivel de RNAm para las muestras de
cancer fue significativamente mayor (99.23) que en las muestras sin LEI (3.59)
(p=0.0313, t-test). Aunque solo valoramos el nivel de expresion de E6 en muestras
sin LElI y CaCU, estos datos nos sugieren que el nivel de expresion aumenta con el

desarrollo de la enfermedad.
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Figura 2. Expresion relativa del RNAm de E6 en tejido cervical normal y cancer cervical. El nivel
de expresion se determind por RT-gPCR, los datos fueron normalizados respecto a GAPDH (método
comparativo Ct). Los resultados son expresados como la media (linea roja) + error estandar. Se

realizaron dos experimentos de manera independiente por duplicado.
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Efecto de la metilacion de la LCR del VPH16 en la actividad transcripcional en
la linea celular C-33A.

Para valorar el efecto de la metilacion de la LCR del VPH 16 en la actividad
transcripcional, nosotros realizamos la construccion pKLCRB16-Luc. A partir del
vector reportero pGL3-Basic, en el cual clonamos 1021 pb de la LCR del VPH16
(nucledtidos 7008 a 124, secuencia de referencia: NC_001526). La figura 3 muestra
el mapa de la construccion pKLCRB16-Luc. La construccion fue verificada por
secuenciacion.

Synthetic poly(A) signall

Transcriptional pause site
(for background reduction)

LCR16

pKLCRB16-Luc

Bgll 1021
(5839 pb) ol |

SV40 late poly(A) signal
(for luc+ reporter)

Figura 3. Mapa de la construccion pKLCRB16-Luc. En donde podemos observar: LCR16, Region
larga de control del VPH16; la cual esté flanqueada por sitios de corte para las enzimas Kpnl y Bglll.
Region Luc+, que corresponde al cDNA que codifica a luciferasa de luciérnaga modificada. Region
AmpR, gen que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli. Ori f1, origen de la replicacion derivada

del fago filamentoso. Ori, origen de la replicacion en E. coli.

Una vez obtenida la construccion pKLCRB16-Luc, fue producida en cantidades
suficientes y purificada con el kit de alta pureza GeneJET Plasmid Midiprep Kit para
posteriormente realizar los experimentos de transfeccion en la linea celular C-33A.

Para valorar el efecto directo de la metilacién de la LCR del VPH16 en la actividad

transcripcional, metilamos in vitro total y parcialmente la construccion pKLCRB16-
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Luc, durante 45 y 3 minutos, respectivamente. Posterior a la metilacion, realizamos
los experimentos de transfeccion en C-33A utilizando como control la misma
construccion pKLCRB16-Luc sin metilar (No metilado). Como se observa en la figura
4, la metilacion in vitro total y parcial de la LCR del VPH16 disminuye
significativamente su actividad transcripcional. Estos resultados sugieren que la

metilacion de la LCR podria modular la expresion del oncogen E6 del VPH16.

120 =

B \o Metilado
I Metilacidn Parcial

100 + B Vetilacion Total

80 -
60 -
40 -

20 -

Actividad Relativa de Luciferasa (%)

C-33A

Figura 4. Efecto de la metilacion in vitro de la LCR del VPH16 en la actividad transcripcional en
C-33A. Las células fueron cosechadas 24 hrs después de la transfeccion para los ensayos de
luciferasa. Las barras representan la media de tres experimentos independientes por triplicado y se
indica el error estandar. (* p = <0.05, t-test).

La metilacion del DNA es llevada a cabo por DNA metiltransferasas, principalmente
por DNMT1 y DNMT3B, esta ultima esta relacionada con la metilacion anormal en
distintos tipos de cancer humano. Entonces, para valorar la contribucion de DNMT3B
en la actividad transcripcional del VPH16, realizamos experimentos de co-
transfeccion en C-33A. Para lo cual aumentamos el nivel de expresion de DNMT3B
mediante un vector de expresion que contiene el cDNA de DNMT3B1 y valoramos su

efecto en la actividad transcripcional del VPH16. Como podemos ver en la figura 5, el
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aumento gradual en los niveles de DNMT3B disminuye gradualmente la actividad
transcripcional de la LCR VPH16 en la linea celular C-33A. Estos resultados sugieren
que DNMT3B es capaz de metilar la LCR del VPH16 y esto provoca la disminucion

en su actividad transcripcional.

@ pKLCRB16-Luc+pCDNA3.1

B8 pKLCRB16-Luc+DNMT3B1(1ug)
120 - @ pKLCRB16-Luc+DNMT3B1(2ug)
B pKLCRB16-Luc+DNMT3B1(3ug)

100 -

H [+2] (]
o o o
' 8 '

Actividad Relativa de Luciferasa (%)
S

C-33A

Figura 5. Efecto de la co-transfeccion de DNMT3B1 sobre la actividad transcripcional del vector
reportero pKLCRB16-Luc en C-33A. Las células fueron cosechadas 24 hrs después de la co-
transfeccion para los ensayos de luciferasa. Las barras representan la media de tres experimentos
independientes por triplicado y se indica el error estandar. (* p = <0.05, t-test).
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VI.  DISCUSION Y CONCLUSION

El cancer es una de las principales causas de muerte en México y en el resto del
mundo. Particularmente, el CaCU es la primera causa de muertes por cancer en
mujeres mexicanas. El desarrollo de este carcinoma esta intimamente relacionado
con la infeccién con VPH-AR, principalmente debido a la capacidad oncogénica de
las proteinas virales E6 y E7. Sin embargo, otras alteraciones genéticas y
epigenéticas son necesarias para la progresion de la lesion precancerosa a cancer
invasor. Entre los cambios mas tempranos y comunes en el proceso de
carcinogénesis se encuentra la metilacion del DNA (Badal et. al., 2003; Patel et. al.,
2012). Varios estudios han sugerido que la metilacion del DNA viral puede estar
asociada con la expresion génica viral y la progresion del cancer. Se han observado
diferentes patrones a nivel de metilacién tanto en el genoma del huésped como en el
genoma viral, los cuales podrian estar involucrados en el control de la transcripcion
de las proteinas virales. Por lo tanto, uno de los objetivos de este trabajo fue
determinar el patrén de metilacion del fragmento 3" de la LCR del VPH 16, para
relacionarlo con el nivel de expresion de E6. Los resultados que encontramos en
cuanto a la metilacion del fragmento 3" de la LCR no fueron los esperados ya que no
encontramos diferencias en la metilacion de la LCR entre las muestras sin LEI y las
muestras de CaCU. Los resultados para las muestras de CaCU coinciden con los
resultados obtenidos por Vinokurova y colaboradores en el 2011, donde analizan la
metilacion de la LCR del VPH16, sin encontrar metilacion en el extremo 3". Sin
embargo, en las muestras de citologia cervical normal, donde analizan la metilacion
de este fragmento en una misma muestra varias veces (hasta 10 clonas) los
resultados varian desde no metilado hasta totalmente metilado. En este estudio solo
realizamos tres repeticiones por muestra, por lo tanto es necesario realizar un mayor

namero de repeticiones y analizar otros fragmentos de la LCR del VPH16.

Otro de los objetivos de este trabajo fue determinar el nivel de expresion de E6 en
muestras de citologia normal y en biopsias de CaCU con infeccion por VPH16. En
nuestros resultados encontramos altos niveles de expresion en las muestras de

CaCU (mas del doble), en comparacion con las muestras sin LEIl. Nuestros
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resultados fueron similares a los obtenidos por Mazumder y col. en el 2011, en donde
evaluaron la expresion de la oncoproteina viral E6 en 36 muestras de tumores
cervicales, encontrando una sobre-expresion de E6 en todas las muestras
analizadas. Estos datos nos sugieren que altos niveles de expresion de E6 podrian
ser importantes para la transformacion y progresion del cancer (Ding et. al., 2009).

El mecanismo por el cual los VPH-AR favorecen el desarrollo de la neoplasia
cervical, se explica principalmente por la accion de dos de sus oncoproteinas virales,
E6 y E7. Estas tienen la capacidad de promover la inmortalizacion y transformacion
de los queratinocitos, confiriéndoles un alto grado de inestabilidad genética
(Klymenko y Graham, 2012). Algunos estudios respecto al mecanismo molecular del
proceso de transformacion, han revelado un complejo patrén de interacciones de
estas proteinas virales con reguladores celulares, envueltos en procesos biolégicos
como: apoptosis, proliferacion y la diferenciacion celular (Morshed et. al., 2014). Por
ejemplo: la oncoproteina E6, es capaz de promover la inmortalizacion celular por
medio de la induccion de la transcripcién y activacion de la subunidad catalitica de la
transcriptasa reversa de la telomerasa (hTERT), por un mecanismo que no ha sido
completamente dilucidado (Camilleri y Blundell, 2009; Kajitani et. al., 2012). Por otro
lado, E6 también puede unirse a p53, lo cual conduce a su degradacién a través de
la via de la ubiquitinacién, proceso en que participa la proteina celular asociada a E6
(E6-AP), la cual actia como una ubiquitin ligasa de p53 (Schwartz, 2013). Asi también
E6, ha sido implicada en la prevencion de la apoptosis a través de mecanismos

dependientes e independientes de p53 (Raybould et. al., 2011; Faridi et. al., 2011).

Para conocer a fondo la causa de los altos niveles de expresion de E6, se hace
necesaria la valoracion de los reguladores de expresion génica de este oncogén,
hablando particularmente de reguladores epigenéticos, nosotros valoramos el efecto
que la metilacion del DNA puede tener sobre los niveles de expresion de E6, motivo
por el cual se generd la construccion pKLCRB16-Luc, construccion que posee la
secuencia completa de la LCR del VPH16 (promotor del oncogen E6). Con la que al
evaluar la actividad transcripcional (como actividad relativa de luciferasa) de la LCR

con diferentes grados de metilacion (sin metilar, parcialmente metilada y totalmente
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metilada) encontramos un disminucién importante y significativa y proporcional en la
actividad transcripcional con respecto del grado de metilacion. Es decir, a mayor
metilacion existe una menor actividad trascripcional, lo cual sugiere que la metilacion

de la LCR podria regular la expresion del oncogen E6 en el VPH16.

Muchos estudios basados en genes celulares indican que la ausencia de la
metilacion del DNA de un promotor permite la plena expresion de un gen, mientras
gue su presencia se correlaciona con el silenciamiento génico (Esteller, 2011;
Mazumder et. al., 2011). Esto se debe a que los grupos metilo, impiden el acceso de
factores de transcripcién a sus sitios de union, ademas de que los dinucle6tidos CpG
metilados interactian con proteinas de union a DNA metilado, las cuales reclutan
desacetilasas de histonas (Routre et. al., 2001). Por lo consiguiente, la desacetilacion
de histonas conduce a cambios en la configuracion de la cromatina, hecho que
impide eficazmente la union de factores necesarios para la transcripcion. (Zheng y
Baker, 2006; Rodenhiser y Mann 2006; Bransma et. al., 2010).

Para evaluar el efecto que tiene la metilacion sobre la actividad transcripcional de
una manera mas apegada a condiciones naturales, evaluamos el efecto de la
metilacion en la actividad transcripcional mediante un vector de expresiéon de
DNMT3BL1. Para lo cual se co-transfecto la construccién pKLCRB16-Luc no metilada
con concentraciones crecientes de DNMT3B1 (metiltransferasa de DNA, metila de
novo). Nuestros resultados mostraron que al aumentar los niveles de concentracion
de DNMTB1 y por lo tanto el grado de metilacibn del DNA, se obtuvo una
disminuciéon en la actividad transcripcional, significativa y dependiente de la
concentracion a con respecto del control. En conclusion, nuestros experimentos
sugieren que los patrones de metilacion del DNA de la LCR del VPH16 pueden ser
reguladores importantes de la transcripcidn génica viral, por lo que la metilacion

puede ser un mecanismo importante en el desarrollo y progresion del cancer cervical.
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