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l. RESUMEN

Objetivo: Analizar el efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16, AA-
a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350, E-G350 en la adhesion celular en células
C33-A. Métodos: Se realizo cultivo de las células C33-A transfectadas con el gen
E6 de las variantes of E-G350, AA-a, AA-c, E-C188/G350, E-A176/G350 y E-
Prototipo, se analizo el nivel de expresion de los genes de adhesién (SRPX, PCDH9,
ITGA6, ABL2, PCDHB3, CDH18 y CDH6) por PCR en tiempo real (RT-gPCR), los
niveles de expresion relativa fueron obtenidos utilizando el método 2-24¢t, se evalu6
la capacidad de adhesion celular de las células transfectadas mediante el kit
CytoSelect™ Resultados: Se encontré que la variante AA-c de la oncoproteina E6
del VPH 16 induce la sobreexpresion de los genes SRPX y PCDH9 (p<0.001),
mientras que disminuye la expresion de ITGA6, ABL2, CDH18, PCDHB3 vy
(p<0.001). En cambio la variante AA-a de la oncoproteina E6 del VPH 16 disminuye
la expresion de todos los genes de adhesion evaluados. Por otro lado la variante E-
C176/G350 incrementa la expresion de ABL2 y disminuye la expresion de PCDH9,
ITGA6, CDH18, PCDHB3 y CDH6, contrariamente a la variante E-C188/G350 que
induce la sobreexpresion de los genes PCDH9, CDH18 y PCDHB3, y reduce la
expresion de los genes SRPX, ITGA6, ABL2 y CDH6. Finalmente la variante E-
G350 disminuye la expresion de los genes ITGA6, ABL2 y CDHS6, e induce la
sobreexpresién de gen PCDH9 y CDH18 (p<0.001), en comparacion con la E-
prototipo. Las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16 aumentan la capacidad
de las células C33-A para adherirse al colageno | y IV en comparacién con la E-
Prototipo, siendo la variante AA-c quien mas se unio al colageno I y IV (p=0.05y
p=0.025, respectivamente). Conclusion: Las variantes de la oncoproteina E6 del
VPH 16 afectan diferencialmente la expresion de genes relacionados con la
adhesion celular en células C33-A. A diferencia de la E-prototipo, todas las variantes
inducen aumento de la adherencia de las células C33-A a los colagenos | y IV.
Palabras clave: Adhesion celular, VPH 16, oncoproteina E6, células C33-A.



Il ABSTRACT

Objective: To analyze the effect of HPV16 E6 oncoprotein variants E-G350, AA-a,
AA-c, E-C188/G350 and E-A176/G350 in cell adhesion in C33-A cells. Methods:
From cultures of C33-A cells transfected with HPV16 E6 gene of E-G350, AA-a, AA-
c, E-C188/G350, E-A176/G350 variants and E-prototype, we analyzed the level
expression of adhesion genes (SRPX, PCDH9, ITGA6, ABL2, PCDHB3, CDH18 and
CDH6) by RT-gPCR in C33-A cells, relative expression levels were obtained using
the 2-24<t method. The cell adhesion capacity of the transfected cells was evaluated
by the CytoSelect™ kit. Results: We was found that the AA-c E6 oncoprotein variant
of HPV 16 induces the overexpression of the SRPX and PCDH9 genes (p <0.001),
while decreasing the expression of ITGA6, ABL2, CDH18, and PCDHB3 in C33-A
cells (p <0.001). On the other hand, the AA-a variant of the E6 oncoprotein of HPV
16 causes the decrease of the expression of all the adhesion genes evaluated. On
the other hand the variant E-C176/G350 increases the expression of ABL2 and
decreases the expression of PCDH9, ITGA6, CDH18, PCDHB3 and CDH6, contrary
to the variant E-C188/G350 that induces the overexpression of the PCDH9, CDH18
and PCDHB3 genes, and reduces the expression of the SRPX, ITGA6, ABL2 and
CDH6 genes. Finally the variant E-G350 decreases the expression of the ITGAG,
ABL2 and CDH6 genes, and induces the overexpression of the PCDH9 and CDH18
gene (p <0.001), compared to the E-prototype. The E6 oncoprotein variants of HPV
16 increases the ability of C33-A cells to adhere to collagen | and 1V in comparison
to the E-Prototype, with the variant AA-c being the one that most joined collagen |
and IV (p = 0.05 and p = 0.025, respectively). Conclusion: The results suggest that
the HPV16 E6 oncoprotein variants variants differentially affect the expression of
genes related to cell adhesion in C33-A cells. Unlike the E-prototype, all variants

induce increased adhesion of C33-A cells to collagens | and IV.

Key words: Cell adhesion, HPV16, E6 oncoprotein, C33-A cells.
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[l. INTRODUCCION

El Virus del Papiloma Humano (VPH) tipo 16 pertenece a la familia Papillomaviridae
y se encuentra dentro de los VPH de Alto Riesgo (HPV-AR) oncogénico (Bravo y
Félez-Sanchez, 2015), el VPH 16 es el principal agente causal del cancer cervical
(CC) (Mufoz et al., 2003). Hasta la fecha se han descrito un gran niamero de
variantes del VPH 16, actualmente se dividen en 4 linajes principales: Asiatica-
Europea (EAS); Africana 1 (AFR1) Africana 2 (AFR2) y Asiatica Americana/ Norte
Americana (AA/NA) (Cornet et al., 2012). Recientemente, en un estudio previo en
nuestro grupo de trabajo, se encontré que las variantes AA-a, AA-c, E-A176/G350,
E-C188/G350 y E-G350 se asocian con un riesgo mayor de desarrollar cancer
cervical (Ortiz-Ortiz et al., 2015). Varios estudios han sugerido que la variabilidad
intratipica natural que presentan las variantes del VPH16 podrian influir en su
capacidad tumurogénica (Jackson et al., 2014; Sichero et al., 2012; Zhebe et al.,
2009). Se ha reportado que las variantes del VPH16 pueden afectar moléculas que
participan en la proliferacion (Jackson et al., 2014) diferenciacion y apoptosis (Zhebe
et al., 2009), reconocimiento inmune, regulacién de la transcripcion y estabilidad
cromosomica (Tungteakkhum y Duerksen-Hughes, 2008), en la inmortalizacién y
transformacion celular (Sichero et al., 2012; Niccoli et al., 2012), en comparacion

con la E-Prototipo.

En un estudio previo en nuestro grupo de trabajo se analiz6 el efecto de la expresion
de las variantes de la oncoproteina E6 en el perfil global de expresion génica en un
modelo in vitro (células C33-A). Se encontré que la adhesion celular es el proceso
celular con mayor nimero de genes alterados (Zacapala-Gomez et al., 2016). Sin
embargo, no hay suficiente evidencia experimental que evalle el efecto de las

variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 sobre la adhesion celular.

Se sabe que la oncoproteina E-Prototipo del VPH16 interactia directamente con
moléculas que participan en el mantenimiento de la polaridad celular como la
proteina hDIg, B-2 syntropin (SNTB2) (Sun et al., 2015; Thomas et al., 2016) y en
la formacion de las adhesiones celulares como el complejo ZO-1/Z0-2 (Thomas et
al., 2016), paxilina (Chakrabarti y Krishna, 2003), ademas de influir en la regulacion
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transcripcional de E-cadherina disminuyendo su expresion (D"Costa et al., 2012) y

en el cambio de la expresion de las cadherinas (Hu et al., 2015).

También se sabe que para la transicion epitelio mesénquima es necesario
remodelar la matriz extracelular (MEC), cambiar la dindmica del citoesqueleto y
desestabilizar las uniones celulares; la pérdida de la adhesion celular altera la
homeostasis celular y es un paso critico para el desarrollo de diferentes tipos de
cancer (Balzer y Konstantopoulos, 2012). Un factor critico en la progresion maligna
en la mayoria de los tumores epiteliales es la desregulacion en la expresion de
moléculas implicadas en la adhesion célula-célula como E-cadherina. Se ha
demostrado que la disminucion de E-cadherina y el aumento de la expresion de N-

cadherina promueve la motilidad, invasion y metastasis (Hazan et al., 2000).

Por lo anterior, en este estudio se evaluo el efecto de la expresion de las variantes
de la oncoproteina E6 del VPH 16 en la adhesion celular para poder sugerir o
entender el papel de las variantes de la oncoproteina E6 en la adhesion de las
células tumorales en el CC. Las variantes que se analizaron son las mas frecuentes
en la poblacion guerrerense (AA-a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350 y E-G350).

12



V. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Las células C33-A transfectadas establemente con el gen E6 de las variantes (AA-
a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350 y E-G350) y E-prototipo del VPH 16 (Zacapala
et al., 2016) fueron cultivadas en medio Dulbecco's Modification of Eagle's Medium
(DMEM) (Corrning Subsidiary Manassas, USA, Cat. No. 50-003-PBR),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FSB) (Byproductos, México), 1% de
estreptomicina/penicilina (CAISSON LABORATORIES Inc., USA, Cat. No. PSL01)
y 1% de geneticina G418 (EMD Millipore corp., USA, Cat. No. 345812) Los cultivos

se mantuvieron a 37°C con 5% de CO:..
Cuantificacion del mRNA por RT-gPCR

El RNA fue extraido de las células transfectadas usando el reactivo TRizol® LS
Reagent (Ambion® by Life Technologies™, Cat. No. 10296028, USA). EI cDNA se
obtuvo por transcripciéon reversa utilizando 500ng de RNA, enzima SuperScript™
[l (200U/ul), DTT (4pl) (INVITOGEN, Thermo Fisher Scientific, Cat. No 18080-044,
USA) y oligo dT (0.5 pg/ul) (Thermo Scientific, Cat. No. MAN0013109, USA). Para
llevar a cabo la amplificacion y cuantificacién de los genes de adhesién (tabla 2) se
realiz6 gRT-PCR empleando SYBR®Green (Thermo Scientific, Cat. No. K0222,
USA)), y el sistema 7500 Real Time PCR System de Applied Biosytem. Los valores
de expresion relativa fueron obtenidos mediante el método 2-22¢t, ajustados a la
expresion del gen enddgeno Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
Los oligonucleoétidos se disefiaron usando la herramienta IDT (INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES) y se describen en la tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la amplificacion de genes de adhesion celular.

Longitud de

Gen Secuencia (5-3") 2 ID GenBank
amplicén (pb)
F 5- GACCCCTTCATTGACCTCAAC -3
GAPDH - - 449 NM_001289745.1
R 5- GTGGCAGTGATGGCATGGAC -3
F 5-TCCAGAAGGAGACCACAAGA-3
SRPX - y NM_006307.4
R 5 -CCACAGCGTTTGACTCTTACT-3 99
CDHI8 F 5-TGAACGCCTGCCTGTAAAT-3 g7
R 5 -CTAAATCTCCTCCGCCTTGTC-3 XM_005248228.2
F 5-AAGCTGTGACTCTTTCCATTCT-3"
PCDH9 - - 109 NM_203487.2
R 5 -ATAGAGAGCAGCAGAGTTCCTA-3 -
F 5-GGAAGCCTCCAATCCTTATGT-3"
CDH6 - - NM_004932.3
R 5 -TCTACATCCTCCACCACAATTC-3 93 -
F 5 -TTTATCGGTCTCGGGAGTTG-3
ITGA6 180 NM_001316306.1

F 5-ACCTTGAACATTCAGTGGCC-3’

F 5"-CAGGTAAACCCACAGCCAGT-3
ABL2 ; b 174 NM_001168239.1
R 5-GTCCACCTCTTCTCAGCCAG-3 ~

F 5-CTCCCCTTCTTCCTGAAACC-3’
PCDHB3 " . 162 NM_018937.4
R 5-ACATAACCGTGCTGGTCTCC-3

Ensayo de adhesién

Para evaluar la capacidad de adhesién celular se utilizé el kit CytoSelect™ 48-Well
Cell Adhesion Assay (ECM Array, Colorimetric Format) assay kits (Cell Biolabs Inc.,
CA USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células (1.0x10°) se
cultivaron en una placa de 48 pozos cubiertos con Fibronectina, colageno I,
Colageno IV, Laminina, Fibrinogeno y albumina sérica bovina (BSA), después
fueron incubadas a 37° C por 60 minutos, las células no adheridas fueron
removidas, mientras que, las que permanecieron adheridas fueron tefiidas con la
solucion cell stain 10 minutos a temperatura ambiente y extraidas con la solucion
extracction. Las muestras extraidas fueron transferidas a placas de 96 pozos y se
midid la absorbancia a 560 nm en un espectofotdmetro de microplacas Epoch™
(Biotek).

14



Analisis de estadistico

Los datos se presentan como medias + error estdndar de tres experimentos
independientes. Las diferencias estadisticas en los modelos de estudio se
determinaron con la prueba ANOVA de una via, mediante la prueba de comparacion
multiple de Dunette utilizando el programa STATA v.11, los datos se graficaron
utilizando el programa GraphPad Prism v.7, un valor de p<0.05 se consideré como
estadisticamente significativo (*P<0.05, *P<0.01, **P<0.001).

15



V. RESULTADOS

Las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16 modulan diferencialmente la

expresion de genes de adhesion

Con la finalidad de evaluar el efecto que tienen las variantes AA-a, AA-c, E-
A176/G350, E-C188/G350 y E-G350 de la oncoproteina E6 del VPH 16 sobre la
expresion de genes relacionados con adhesién celular, se determind el nivel de
expresion del mMRNA de los genes SRPX, PCDH9, ITGA6, ABL2, CDH18, PCDHB3
y CDH6 por PCR en tiempo real (QPCR).

Se encontro que la variante AA-a induce la disminucion de la expresién de los genes
SRPX (p=0.05), PCDH9, ITGA6, ABL2, CDH18, PCDHB3 y CDH6 (p<0.001) en
comparacion con la E-Prototipo (figura 1).
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Figura 1. Nivel de expresion relativa del mMRNA de los genes de adhesion modulados por la
variante AA-a de la oncoproteina E6 del VPH 16. Se muestra la expresion relativa del mRNA de
los genes de adhesion en las células C33-A con la E-prototipo y la variante AA-a. Los niveles de
MRNA fueron determinados por RT-qPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los datos se
reportaron con media y error estandar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba
estadistica utilizada para comparacion de medias fue ANOVA de una via y la prueba de comparacion
multiple de Dunette p<0.05 (*p<0.05; **p<0.025 ***; p<0.001).
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Por el contrario, se encontrd que la variante AA-c de la oncoproteina E6 del VPH 16
aumenta significativamente los niveles del mRNA de los genes SRPX y PCDH9
(p<0.001) en comparacion con la E-prototipo, mientras que el mMRNA de los genes
ITGA6, ABL2, CDH18, PCDHB3 y CDH6 disminuye significativamente (p<0.001),

como se observa en la figura 2.

AA-c
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-
o
|
I

Figura 2. Nivel de expresion relativa del mMRNA de los genes de adhesion modulados por la
variante AA-c de la oncoproteina E6 del VPH 16. Se muestra la expresion relativa del mRNA de
los genes de adhesion en las células C33-A con la E-prototipo y variante AA-c. Los niveles de mMRNA
fueron determinados por RT-gPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los datos se reportaron con
media y error estandar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba estadistica
utilizada para comparacion de medias fue ANOVA de una via y la prueba de comparacién mltiple
de Dunette p<0.05 (*p<0.05; **p<0.025 ***; p<0.001).
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Respecto a las variantes europeas, en las células C33-A/E-C176/G350 incremento
significativamente la expresion del gen ABL2 en comparacion con la E-Prototipo
(p<0.001), sin embargo los genes PCDH9, ITGA6, CDH18, PCDHB3 y CDHBS,

disminuyen su expresion (p<0.001) figura 3.

E-A176/G350

** %

Expresiéon relativa del mRNA

Figura 3. Nivel de expresion relativa del mRNA de los genes de adhesién modulados por la
variante E-A176/G350 de la oncoproteina E6 del VPH 16. Se muestra la expresion relativa del
MRNA de los genes de adhesién en las células C33-A con la E-prototipo y la variante E-A176/G350.
Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-qPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los
datos se reportaron con media y error estandar de tres experimentos independientes por triplicado.
La prueba estadistica utilizada para comparacion de medias fue ANOVA de una via y la prueba de
comparacion multiple de Dunette p<0.05 (*p<0.05; **p<0.025 ***; p<0.001).
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Por otro lado la variante E-C188/G350 aumentoé significativamente a expresion el
MRNA de los genes PCDH9, CDH18 y PCDHB3 en comparacion con la E-Prototipo
(p<0.001), en contraste se observé que hubo una reduccién significativa de la
expresion del mMRNA de los genes SRPX, ITGA6, ABL2 y CDH6 (p<0.001), como se
observa en la figura 4.

E-C188/G350

Expresion relativa del mRNA

Figura 4. Nivel de expresion relativa del mRNA de los genes de adhesion modulados por la
variante E-C188/G350 de la oncoproteina E6 del VPH 16. Se muestra la expresion relativa del
MRNA de los genes de adhesién en las células C33-A con la E-prototipo y la variante E-C188/G350.
Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-qPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los
datos se reportaron con media y error estandar de tres experimentos independientes por triplicado.
La prueba estadistica utilizada para comparacién de medias fue ANOVA de una via y la prueba de
comparacion multiple de Dunette p<0.05 (*p<0.05; **p<0.025 ***; p<0.001).
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La variante E-G350 aumentd significativamente la expresion del gen PCDH9 y
CDH18 (p<0.001), pero se reduce significativamente la expresion de los genes
ITGA6, ABL2 y CDH6 (p<0.001), como se observa en la figura 5.

E-G350

Relative mRNA expression

Figura 5. Nivel de expresion relativa del mRNA de los genes de adhesion modulados por la
variante E-G350 de la oncoproteina E6 del VPH 16. Se muestra la expresion relativa del mRNA
de los genes de adhesién en las células C33-A con la E-prototipo y la variante AA-a. Los niveles de
MRNA fueron determinados por RT-gPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los datos se
reportaron con media y error estandar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba
estadistica utilizada para comparacion de medias fue ANOVA de una via y la prueba de comparacion
multiple de Dunette p<0.05 (*p<0.05; **p<0.025 ***; p<0.001).
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Las variantes AA-a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350 y E-G350 de la
oncoproteina E6 del VPH 16 incrementan la adhesion de las células C33-A al

colageno ly IV de la MEC en comparacién con la E-Prototipo

Se evaluo el efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16 en la
adhesion celular a componentes de la MEC. Interesantemente, se encontré que
todas las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16 aumentan la capacidad de las
células C33-A para adherirse al colageno | y IV en comparacion con la E-Prototipo,
siendo la variante AA-c quien mas se uni6 al colageno 1y IV (p=0.05 y p=0.025,
respectivamente). Por el contrario, no se observan diferencias significativas

respecto a los otros componentes de la matriz extracelular analizados (figura 6).

1.5
[ c33-A
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Il E-Prototipo
AA-a
Bl AA-c

1.0 . Bl E-A76/G350

Bl £-C188/G350

|
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Adhesion celular
(OD)

0.5

Figura 6. Cambios en la adhesion a componentes de la matriz extracelular de las C33-A
transfectadas con variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16. Se muestra la densidad optica
gue es proporcional a las células adheridas a los diferentes componentes de la matriz extracelular.
Los datos se presentan como media y error estandar de tres experimentos independientes La prueba
estadistica utilizada para comparacion de medias fue ANOVA de una via y la prueba de comparacion
multiple de Dunette p<0.05 (*p<0.05; **p<0.025 ***; p<0.001).
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VI. DISCUSION

Ya se ha establecido la relacion entre la infeccion del VPH 16 y el desarrollo del
cancer cervical, estudios recientes han encontrado que existen variaciones en la
secuencia del genoma del VPH16 y por lo tanto cambios en la secuencia de
aminoécidos. Como consecuencia de esos cambios se altera la funcion de la
proteina y su participacion en el desarrollo del CC. En la actualidad se sabe poco
sobre el papel que juegan estas variantes en procesos celulares como la adhesion

celular, la cual es muy importante para la carcinogénesis cervical.

La adhesiéon celular es importante para la homeostasis celular, del tejido y el
organismo, en diferentes tipos de cancer y especialmente en CC, donde se ha
relacionado con la migracién e invasion de las células cancerosas y con un peor
prondstico del paciente. En este estudio nos propusimos identificar que variante del
VPH 16 induce més eficientemente perdida de la adhesion celular y que genes estan
regulando este proceso en un modelo celular in vitro. Es por ello, que se evalué la
capacidad de las células para adherirse a diferentes proteinas de la matriz
extracelular y la expresion de los genes SRPX, PCDH9, ITGA6, ABL2, CDH18,
PCDHB3 y CDH6 en células C33-A que expresan las variantes de la oncoproteina
E6 del VPH 16.

Encontramos que la oncoproteina E6 prototipo y sus variantes inducen un aumento
en la capacidad de las células C33-A para adherirse a colageno | y colageno IV
comparandolas con las células MOCK y C33-A sin transfectar. Interesantemente, la
variante AA-c induce un mayor aumento en la capacidad de adherencia a los
coldgenos en comparacion con la E-prototipo y las otras variantes analizadas. La
desregulacion de proteinas que remodelan la MEC es una caracteristica comun en
la historia natural de canceres humanos, que resulta en el colapso total en la
composicion normal y mantenimiento de la MEC. (Herbster et al., 2018). Se han
observado alteraciones en diferentes moléculas de la ECM en lesiones premalignas
asociadas al VPH (Herbster et al., 2018). Ademas se ha reportado que el colageno
| se encuentra sobre expresado en el estroma de tejidos de cancer cervical en

comparacion con lesiones premalignas. (Cui et al.,, 2017). En la actualidad no
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existen reportes sobre las variantes de la oncoproteina E6 y su relacion con los

coldgenos, este es el primer estudio que analiza este proceso.

Una posible explicacion de nuestros resultados es que las variantes de la
oncoproteina E6 del VPH 16 podrian conferir a las células C33-A caracteristicas de
células pluripotentes. Existen evidencias que sugieren que mediante la adherencia
al colageno IV se pueden aislar células con caracteristicas “stem cell” o
pluripotentes. Se ha demostrado que mediante el enriquecimiento de colageno IV
se pueden aislar poblaciones progenitoras que contienen células troncales putativas
a partir de la mucosa oral (lgarashi et al., 2008). También encontraron que las
células que se adhieren rapidamente (RAC) tienen caracteristicas morfologicas
especificas, muestran una forma redonda regular, son mas homogéneas y tienen
un didmetro mas pequefio en comparacion con las células de adherencia tardia
(lgarashi et al., 2008; Liang et al., 2014). Una limitante del ensayo de adhesion que
utilizamos es que no pudimos observar las caracteristicas morfologicas de las
células después de adherirse al colageno. También encontraron que las RAC
cumplen con otras caracteristicas de “stem cell” como habilidad de autorenovacion,
alta habilidad de iniciar el tumor, expresiéon de marcadores relacionados con stem
Cell y mayor tasa de migracion. En un futuro seria interesante evaluar en nuestro
modelo pardmetros o marcadores de células troncales para confirmar esta hipotesis.
Nuestros resultados representan solo un primer acercamiento para dilucidar los

mecanismos oncogénicos de las variantes del VPH 16.

Por otro lado, una consecuencia del aumento de la adhesion al coldgeno, por parte
de las células C33-A que expresan las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16,
es que podria influir en el potencial de migracién e invasion de dichas células
mediante la modulacion de la union a colageno. Se ha reportado que en los tumores
metastasicos, las células estan asociadas con fibras de colageno y la motilidad
celular lineal se observa a lo largo de las fibras de coldgeno en comparacién con las

células de los tumores no metastasicos (Wang et al., 2002).

La reorganizacion del colageno es importante para el comportamiento celular y la

invasién celular; en cancer de mama se han identificado fibras de colageno
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alineadas radialmente que facilitan la invasion, lo que puede ser indicativo del
potencial de crecimiento invasivo y metastasico de un tumor, ademas se observo
que las células pueden experimentar invasion individual y colectiva (Provenzano et
al., 2006).

Por otro lado, encontramos que la variante E-A176/G350 induce el aumento de la
expresion del gen ABL2, previos estudios han reportado sobre expresion de la
proteina ABL2 en cancer gastrico, principalmente en el citoplasma (Liu et al., 2018),
asi como también en tumores de carcinoma hepatocelular, en donde la sobre
expresion de ABL2 se relaciona con un tiempo de supervivencia mas corto a
diferencia de aquellos con baja expresion (Xing et al., 2014). Esta variante tiene el
cambio de aminoacido (D25N) a diferencia de las variantes Europeas, y este cambio
le podria dar esta especificidad en la regulacion de ABL2. Basado en estos reportes,
podriamos suponer que la variante E-A176/G350 a través de la sobre expresion de
ABL2 podria favorecer la migraciéon e invasion celular mediante la formacién de
estructuras de tipo invadopodio, ya que se ha demostrado que el aumento en la
expresion constitutiva de ABL2 favorece la formacion de dichas estructuras

celulares (Smith-Pearson, 2010).

En contraste, encontramos que las variantes AA-a, AA-c, E-G350, E-C188/G350
inducen la disminucién de la expresion de ABL2. Una posible explicacion es por la
participacion de microRNAs, como por ejemplo miR-125a-5p que es un regulador
negativo de ABL2 (Qin et al., 2016), en la actualidad no hay estudios en donde
evidencien la relacion de las variantes de la oncoproteina E6, miR-125a-5p y ABL2,
seria interesante elucidar este mecanismo de regulacion, ya que se ha reportado
que las variantes asiaticas del VPH 16 pueden alterar la expresion de microRNAs
(Chopijitt et al., 2015). También en cancer de préstata se ha reportado que ABL2 es
regulado negativamente por MIR-20a y su disminucién promueve la invasion celular
y migracion (Qiang et al., 2014). Controversialmente tanto la disminucion y el
aumento en la expresién de ABL2 se ha relacionado con invasion y migracion en

diferentes tipos de cancer (Qiang et al., 2014; Smith-Pearson, 2010). Sin embargo
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en carcinoma cervical sugieren que la regulacion negativa de ABL2 disminuye la

proliferacion y migracion de las células cancerosas (Qin et al., 2016).

En este estudio encontramos que las variantes AA-c, E-C188/G350 y E-G350
aumentan la expresion del mRNA de PCDH9, sin embargo, no hay antecedentes
gue respalden estos hallazgos. Contrariamente a lo observado en el modelo in vitro,
en nuestro grupo de trabajo se encontrd que en las biopsias cervicales positivas al
VPH 16 no hubo expresion del mRNA del gene PCDH9, mientras que en el tejido
normal se encontré sobre expresion del mMRNA de PCDH9. El gen PCDH9 codifica
para la proteina protocaherina 9 que pertenece al grupo de las PCDH no-agrupadas,
la protocadherina 9 participa en la formacion de las uniones celulares en los tejidos
neuronales (Keeler at al., 2015). Su disminucion se ha reportado en carcinoma
hepatocelular (Jun et al., 2017; Zhu et al., 2014), cancer de ovario epitelial (Can et
al.,, 2017) y gliomas, (Wang et al., 2016). Estos reportes son consistentes con lo
observado en las variantes AA-a y E-A176/G350 que disminuyeron la expresion de
PCDH9, un posible mecanismo por el cual, las variantes disminuyen la expresion
de PCDH9, es a través de microRNAS, ya que se ha reportado que la variante
asiatica (con el cambio de aminoacido D25E) induce el aumento del microRNA miR-
21 y como consecuencia regula negativamente sus genes blanco en células C33-A
(Chopjitt et al., 2015). Es importante agregar que se ha reportado que la
oncoproteina E6 prototipo altera la expresion de microRNAs en cancer cervical
(Harden et al., 2017; Honegger et al., 2015). En otros tipos de cancer como glioma
PCDH9 también es regulado negativamente por microRNAs (Wang et al., 2017). Es
probable que las variantes utilicen este mecanismo epigenético para regular la
expresion de PCDH9 y otros genes de adhesién. Otro mecanismo epigenético que
podria estar participando en disminuir la expresion de PCDH9, es la metilacion del
DNA, en cancer gastrico (Chen et al., 2015) y carcinoma hepatocelular (Lv et al.,
2016) se ha encontrado metilacion del promotor de PCDH9 y la pérdida de la
expresion de PCDH9 se ha asociado con la progresion metastasica en cancer
gastrico (Chen et al., 2015).
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También encontramos que las variantes Europeas E-C188/G350 y E-G350
aumentaron la expresion del gen CDH18, curiosamente estas variantes comparten
la variacion L83V, sin embargo la E-A176/G350 que también contiene este cambio,
indujo una disminucién de CDH18, asi como las variantes restantes. Hasta la fecha
no hay reportes del aumento de la expresiéon de CDH18 en cancer que sustenten
nuestros hallazgos. Las variantes asiéticas disminuyeron la expresion de CDH18,
de igual forma, se ha reportado que la expresion del ARNm de CDH18 se suprime
gradualmente de los tejidos cerebrales normales a glioblastoma y la baja expresion
se relaciona con una pobre supervivencia. Se sugiere que CDH18 podria regular
negativamente la tumorigénesis de los gliomas como supresores de tumores, ya
que al restaurar la expresion de CDH18 en células de glioma se inhibe la capacidad
de invasion y migracion, ademas se mejoro el efecto citotoxico de temozolomida,
por lo tanto sugieren que CDH18 podria influir en la funcion de las mitocondrias a
través de UQCRC2, y por lo tanto inhibir la invasividad y la quimio-resistencia de las
células de glioma. (Bai et al., 2018). Ademas en cancer colorrectal el gen CDH18
se encuentra mutado (variacion en el numero de copias) (Venkatachalam et al.,
2010). En cancer de ovario encontraron pérdida de metilacion en un sitio CpG
analizado del gen CDH18 comparandolo con las muestras de control, sugieren que
la pérdida de metilacién en este sitio en CDH18 puede participar en la expansion
del cancer de ovario (Chmelarova et al., 2018). Esta podria ser una probable
explicacion sobre la regulacion negativa de los genes analizados por efecto de las
variantes de E6 del VPH16, no hay reportes que indiquen que las variantes de E6
del VPH 16 alteren la metilacién del DNA celular, sin embargo, se ha reportado que
las oncoproteias prototipo E6 y E7 del VPH16 influyen en la metilacion del DNA en
cancer cervical (Yin et al., 2017; Rincén-Orozco et al., 2009; Ki et al., 2016; Au et
al., 2016).

Encontramos que la expresion del mMRNA de SRPX que codifica para una proteina
ligada al cromosoma X, que contiene dominios sushi (de la familia de las selectinas)
es aumentada por la variante AA-c, a diferencia de las variantes AA-a y E-
C188/G350 que disminuyen su expresion en comparacion con la E-Prototipo. Este

resultado coincide con lo encontrado en otro trabajo, en biopsias cervicales positivas
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a la variante AA-c del VPH 16 (datos no publicados). Es importarte resaltar que hay
poca evidencia experimental sobre este gen en cancer cervical, sin embargo se ha
reportado que en lineas celulares trasformadas con oncogenes retrovirales como v-

src, v-sis y v-K-ras, la expresion de SRPX es disminuida (Pan et al., 1996).

Se ha reportado que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH 16 no tienen efecto sobre
la expresion de este gen, en un estudio en el que se transfectaron los oncogenes
E6y E7 del VPH 16 en una linea celular, no hubo cambios en la expresion de SRPX
(Pan et al., 1996), ademas se encontro que en la linea celular CaSki que contienen
el genoma integrado del VPH 16 la expresion de SRPX se encontré disminuida
comparandola con fibroblastos embrionarios humanos. Lo mismo se observo en
células C33-A negativas a VPH y células HelLa positivas al VPH 18 (Yamashita et
al., 1999). Contrario a nuestros resultados, SRPX ha sido reportado disminuido en
otros tipos de cancer como cancer de vejiga (Li et a., 2017); adenocarcinoma
colorrectal (Mukaisho et al., 2002); carcinoma de prostata (Kim et al., 2003), y su
diminucidon se ha relacionado con la progresién tumoral. Es necesario realizar
estudios donde se evallen factores de transcripcion que se unan al promotor de
SRPX y analizar si E6 interactia con estos factores, para dilucidar una parte del
mecanismo molecular por el cual la variante AA-c esta regulando a SRPX en las
células C33-A.

Otro gen analizado es el que codifica para la proto-cadherina beta 3 (PCDHB3), el
cual pertenece a las proto-cadherinas agrupadas. Se observé que la variante E-
C188/G350 induce aumento del mRNA de PCDHB3 en comparacion con la E-
Prototipo y las demas variantes analizadas. Haciendo la comparacién con un
estudio en donde evaluaron la metilacion del promotor en todo el genoma en
muestras de lesiones premalignas, cancer cervical, lineas celulares de cancer
cervical (C33-A, CaSki, SiHa, HelLa) y otras lineas celulares de cancer, encontraron
gue 12 genes de PCDH agrupadas se encontraban metilados y silenciados, dentro
de los cuales se encuentra PCDHB3. En base a lo anterior podemos inferir que el
aumento del mRNA de PCDHBS3 es por efecto de la expresion de la variante E-
C188/G350, debido a que de forma basal en las células C33-A, PCDHB3
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presentaban hipermetilacion de su promotor y por lo tanto silenciamiento del gen,
se desconoce el mecanismo molecular por el cual E-C188/G350 regula la expresion
de PCDHB3. Hasta la fecha existe poca evidencia del estudio de PCDHB3 en

cancer cervical y en otros tipos de cancer.

Curiosamente, observamos que todas las variantes disminuyen la expresion del gen
CDHS6, sin embargo, en biopsias cervicales positivas a las variantes E-G350 y AA-
a se encontré aumento en la expresion de CDH6 (datos no publicados). A diferencia
de nuestro modelo experimental donde solo se expresa la oncoproteina E6, en las
biopsias cervicales se encuentra el genoma completo del VPH 16 ademas del
microambiente tumoral, el cual puede jugar un papel importante para la modulacién
de la expresion de genes celulares. La disminucién de la expresion de CDH6 ha
sido reportada en cancer renal y se ha relacionado la disminuciéon de CDH6 y E-
Cadherina con un peor pronostico del paciente (Paul et al.,, 2004), ademas en
colangiocarcinoma se ha sugerido a CDH6 como un supresor de tumor y como un
biomarcador de progresion (Goeppert at al., 2016), contrario a esto en carcinoma
de células escamosas oral se ha reportado sobreexpresion de CDH6 y su
incremento se relacioné con la metastasis a nddulos linfaticos (Ma et al., 2018).

También analizamos el gen que codifica para la subunidad a6 de la integrina
(ITGA6) y se encontr6 que todas las variantes de E6 del VPH 16 inducen la
disminucién de la expresion del mMRNA del gen ITGAG, las proteinas de la familia
integrina son heterodimeros formados por una subunidad alfa y una subunidad beta
(Smith et al., 2016), la integrina alfa-6/beta-4 (ITGA6) es un receptor de las células
epiteliales que interactda con laminina en la matriz extracelular (Meng et al., 2010).
Contrario a nuestros resultados, se ha reportado aumento en la expresion de ITGA6
a nivel proteina en tejido de cancer cervical, este aumento se atribuye a la
regulacion negativa del miR-143-3P a traves de la expresion de IncRNA OIP5-AS1,
(Yang et al., 2019). No hay evidencias sobre la regulacion miR-143-3P por las
variantes del VPH16, sin embargo esta podria ser una explicaciéon de nuestros
resultados sobre ITGA6, apoyando esta teoria se ha reportado que las variantes

AA pueden alterar la expresioén de microRNAs (Chopijitt et al., 2015). Ademas, se ha
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reportado que la variante AA disminuye la expresion de otro miembro de las
integrinas, la integrina alfa-2 en queratinocitos primarios de prepucio humano en un
pase de cultivo celular tardio, en comparacion con la E6-prototipo (Sichero, et al.,
2012). Diferente a nuestro resultado, en otros tipos de cancer se ha reportado
aumento en la expresion de ITGA6 y se ha relacionado con pérdida de la

diferenciacion, alta invasividad, metastasis a nédulos linfaticos (Zhang et al., 2016).

Una limitante de nuestro estudio es que el ensayo de adhesion utilizado no permite
medir la adhesién célula-célula, para poder establecer una relacion con los genes
analizados que en su mayoria median este tipo de unidn celular. Posiblemente
nuestro modelo in vitro de células C33-A tiene desventajas con respecto a lo que
sucede en la carcinogénesis cervical, sin embargo en diferentes estudios se ha
utilizado este modelo celular para estudiar mecanismos que participan en la
carcinogénesis cervical. Es necesario realizar estudios que traten de elucidar los
mecanismos que utilizan las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16 para alterar
la expresion génica celular, asi como también tratar de evidenciar la relacion que
existen entre los coldgenos y las variantes del VPH 16 y el papel que juegan los

colagenos y sus receptores en la invasion y metastasis cervical.

En conjunto nuestros resultados sugieren que las variantes de la oncoproteina E6
del VPH 16 alteran de forma diferencial la expresién de genes relacionados con
adhesion y que las variantes de la oncoproteina E6 incrementan la adhesién celular
a colageno | y IV. Estos hallazgos refuerzan la hipétesis de que las variantes del
VPH 16 tienen diferente potencial oncogénico y por lo tanto participan de manera
diferente en los procesos que llevan a la carcinogénesis cervical y al mantenimiento

del fenotipo tumoral.
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VI. CONCLUSION

Las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16 afectan diferencialmente la
expresion de genes relacionados con la adhesion celular en células C33-A. A
diferencia de la E-prototipo, todas las variantes inducen aumento de la adherencia
de las células C33-A a los colagenos | y IV.
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