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“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

Resumen

Antecedentes: Se han realizado varios estudios que han analizado el potencial
oncogénico de algunas variantes del VPH16 y la desregulacion de la apoptosis.
Demostrando que las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 y la E6 prototipo
sensibilizan a NIKS a la apoptosis inducida por la via extrinseca. O que las variantes
desregulan diferencialmente la expresion de genes pro y anti-apoptoticos. Objetivo:
Por lo tanto, en este trabajo se evalud la capacidad de las variantes de E6 del VPH 16
para promover la resistencia a la apoptosis inducida por cisplatino en células C33-A.
Material y métodos: Se cultivaron células C33-A transfectadas establemente con el
gen EG6 de las variantes E-G350, AA-a, AA-c, E-C188, E-A176 y E-prototipo del VPH
16. Se determiné el nivel de expresion de la oncoproteina E6 en las células C33-A
transfectadas con las variantes de E6 del VPH 16 por citometria de flujo. Se determino
la expresién de los genes proapoptdticos BAX, SLC25A6, CD70 y HIPK2 y los
antiapoptoticos clAP1, clAP2, IGF1R en células C33-A que expresan las variantes E-
G350, AA-a, AA-c, E-C188, E-A176 de la oncoproteina E6 del VPH 16 bajo tratamiento
con cisplatino mediante PCR en tiempo real (Q-PCR). Resultados: Las variantes de la
oncoproteina E6 del VPH16 muestran diferencias en la apoptosis inducida por
cisplatino (via intrinseca). Encontramos que las células C33-A/E6 prototipo son mas
resistentes a la apoptosis, mientras que las células C33-A/E-A176 son mas sensibles
a la apoptosis. En el caso de la expresion de los genes pro y anti apoptoticos bajo
tratamiento, la variante E-G350 aumenta la expresion de los genes analizados.
Conclusién: Las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 modulan
diferencialmente la apoptosis y la expresion de genes pro y anti-apoptoticos implicados
en la via intrinseca. Interesantemente, las células C33-A/E6 prototipo fueron las mas
resistente a la apoptosis inducida por cisplatino mientras que las C33-A/E-A176, E-
C188, E-G350, AA-a y AA-c fueron las mas sensibles.

Palabras clave: Apoptosis, oncoproteina E6, variantes, cisplatino, VPH 16
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Abstract

Background: Several studies have been carried out that have analyzed the oncogenic
potential of some variants of HPV16 and the deregulation of apoptosis. Demonstrating
that the variants of the E6 oncoprotein of HPV16 and the E6 prototype sensitize NIKS
to apoptosis induced by the extrinsic pathway. Or that the variants differentially
deregulate the expression of pro and anti-apoptotic genes. Objective: Therefore, in
this work we evaluated the ability of the E6 variants of HPV16 to promote the resistance
to apoptosis induced by cisplatin in C33-A cells. Material and methods: C33-A cells
stably transfected with the E6 gene of the variants E-G350, AA-a, AA-c, E-C188, E-
A176 and E-prototype of HPV16 were cultured. The level was determined of expression
of the E6 oncoprotein in C33-A cells transfected with the E6 variants of HPV16 by flow
cytometry. We determined the expression of the pro-apoptotic genes BAX, SLC25A6,
CD70 and HIPK2 and the anti-apoptotic genes clAP1, clAP2, IGF1R in C33-A cells
expressing the variants E-G350, AA-a, AA-c, E-C188, E-A176 of the oncoprotein E6 of
HPV16 under treatment with cisplatin by real-time PCR (g-PCR). Results: Variants of
HPV16 E6 oncoprotein show differences in apoptosis induced by cisplatin (intrinsic
pathway). We found that C33-A/E6 prototype cells are more resistant to apoptosis,
whereas C33-A/E-A176 cells are more sensitive to apoptosis. In the case of the
expression of the pro and anti-apoptotic genes under treatment, the E-G350 variant
increases the expression of the analyzed genes. Conclusion: Variants of the HPV16
E6 oncoprotein modulate differentially the apoptosis and the expression of pro and anti-
apoptotic genes involved in the intrinsic pathway. Interestingly, the C33-A/E6 prototype
cells were the most resistant to cisplatin-induced apoptosis while the C33-A/E-A176,
E-C188, E-G350, AA-a and AA-c were the most sensitive.

Key words: Apoptosis, E6 oncoprotein, variants, cisplatin, HPV16
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“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

1 Introduccidn

La apoptosis mantiene el equilibrio en los tejidos de los organismos, ayudando a
eliminar células dafiadas. Sin embargo, cuando existe una desregulacién de este
mecanismo por muerte excesiva o por resistencia a la muerte, se desarrollan varias
patologias humanas. Una de las patologias mas comunes es el cancer, en el cual, la
desregulacion de la apoptosis promueve la supervivencia celular, debido al bloqueo de
la muerte celular programada tanto por la via extrinseca como la via intrinseca (Fuchs
y Steller, 2011; Scott y Athena, 2000).

La via extrinseca es desencadenada por la activacion de “receptores de muerte” en la
membrana plasmaética tales como: fosfatidilserina (PS-R), TNFR1, FAS (APO-1/CD95)
y DR4.5. Cuando los ligandos activan a estos receptores de muerte se desencadena
una cascada de sefializacién en el interior de la célula. Durante este proceso se
reclutan proteinas adaptadoras como la proteina de dominio de muerte asociado a
FAS (FADD), las cuales a su vez reclutan procaspasas iniciadoras 8 y 10, formando
un complejo de sefalizacion inductor de muerte (DISC). Las caspasas iniciadoras,
activan a las procaspasas ejecutoras 3 y 7 induciendo apoptosis (Alberts et al., 2010;
Chung-Hsiang et al., 2012).

Mientras que la via intrinseca responde a una variedad de estimulos que generan
sefales de estrés como son: dafio al DNA, radiacién, falta de oxigeno, estrés osmético
y falta de nutrientes. Estos estimulos desencadenan la liberacion de proteinas desde
la membrana mitocondrial hacia el citosol. Una de las principales proteinas liberadas
necesaria para la activacion de esta via es el citocromo C, el cual se une al factor
activador de proteasas apoptéticas-1 (Apafl). Estas proteinas se unen a la
procaspasa-9 y forman un complejo en el citosol llamado apoptosoma. En el
apoptosoma se activa la caspasa-9 la cual, a su vez puede activar a las procaspasas
ejecutoras 3, 6 y 7 induciendo a la apoptosis (Alberts et al., 2010; Chung-Hsiang et al.,
2012).

Javier-Gonzalez D. 3
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Existen diferentes maneras en las que una célula maligna puede evitar la apoptosis o
adquirir resistencia a ella. Los mecanismos por los que una célula puede evadir la
apoptosis pueden dividirse en tres grupos: A) perturbando el equilibrio de las proteinas
pro y anti- apoptéticas, B) reduciendo la funcion de las caspasas o C) alterando la
sefalizacion de los receptores de muerte. En el grupo A podemos encontrar a las
células infectadas por virus que también pueden inducir resistencia a la apoptosis, lo
cual les permite iniciar y mantener la produccion y propagacion eficiente de su
progenie. Por esta razdn, muchos virus, especialmente los virus de DNA, como es el
caso del Virus del Papiloma Humano (VPH) pueden inhibir o retrasar estas acciones
de proteccion, a menudo alterando proteinas celulares clave que llevan al desarrollo
de cancer cervical (Wong, 2011; Chung-Hsiang et al., 2012; Woodman et al., 2007;
Mufioz et al., 2006). Se ha demostrado que los Virus del Papiloma Humano de Alto
Riesgo (VPH-AR) son el principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervical
(CC). Sin embargo, el genotipo comunmente implicado en la mayoria de los casos de
CC es el VPH 16 (Zur Hausen, 2002; Zur Hausen, 1999). La capacidad que tiene el
VPH 16 para producir lesiones pre malignas y CC, es debida a la transcripcion de dos
oncoproteinas: E6 y E7. Estas oncoproteinas juegan un papel clave en la
transformacioén celular porque pueden unirse a varias proteinas celulares que estan
implicadas en procesos fundamentales de la célula, como diferenciacion celular,
adhesidn, ciclo celular, respuesta inmune y apoptosis (Narisawa- Saito et al., 2007;
Chung-Hsiang et al., 2012; Woodman et al., 2007; Mufioz et al., 2006).

El genoma del VPH 16 tiene 7,904 pb y consiste de 8 genes que codifican para sus
respectivas proteinas: L1, L2, E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Cornet et al., 2012). Basados
en la informacion de la secuencia, se define un nuevo tipo de VPH cuando difieren mas
del 10% de la region codificante de L1. Dentro de un mismo genotipo, se han
identificado variaciones intratipicas como subtipos cuando difieren entre 2 y 10% de
homologia en la regién L1 y se denominan variantes cuando difieren en la secuencia
de nucleétidos en no mas del 2% en las regiones codificantes y hasta un 5% en la

region no codificante (Huertas-Salgado et al., 2011).
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Las variantes de VPH 16 han sido clasificadas en cuatro linajes importantes: Asiatico-
Europea, Africana 1, Africana 2, Asiatico-Americana/ Norte-Americana y nueve
sublinajes: EUR, As, Afr 1a, Afr 1b, Afr 2a, Afr 2b, AA1, AA2y NA (Cornet et al., 2012).
Estas diferencias en la secuencia de nucleétidos generan cambios de aminoacidos en
la oncoproteina E6 del VPH 16, por ejemplo, el polimorfismo T350G es comun en la
variante Europea, causa un cambio de una leucina por una valina en la posiciéon 83
(L83V); mientras que el polimorfismo T178G es comun en la variante Asiatica, que
genera un cambio de un &cido aspartico por un acido glutdmico en la posicion 25
(D25E). Otro polimorfismo comun en las variantes Asiatico Americana y Norte
Americana, es el G145T que genera un cambio de una glutamina por una histidina en
la posicién 14 (Q14H) (Huertas-Salgado et al., 2011).

Varios estudios han analizado el potencial oncogénico de algunas variantes del VPH16
y la desregulaciéon de la apoptosis. Por ejemplo, Zehbe et al., (2009) analizé la
desregulacion de la diferenciacion y la apoptosis en un modelo de queratinocitos
humanos normales (NIKS) transfectados con las variantes de la oncoproteina E6 de
VPH 16 (E-G350, E-G131/G350 y AA-a) y la E6 prototipo. Encontrd que estas variantes
sensibilizan a los NIKS a la apoptosis inducida por la via extrinseca. En otro de sus
trabajos evalud el papel de las variantes europeas E-A126, E-G131 y E-T245 en
comparacion con la variante E-G350. Demostré que las variantes europeas E-A126,
E-G131y E-T245 de EG6 tienen capacidades similares a la variante E-G350 para inhibir
el arresto del ciclo celular y para reducir los niveles de p53 inducidos por actinomicina
D (Zehbe et al., 2011).

En nuestro grupo de trabajo, recientemente se analiz6 el efecto de la expresion de las
variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16(AA-a, AA-c, E-A176/G350, E-C188/G350
y E-G350), en comparacioén con la E-Prototipo en un perfil global de expresion de
genes en un modelo in vitro utilizando la linea celular C33-A transfectadas con la
oncoproteina E6 del VPH16. Se demostr6 que las variantes desregulan
diferencialmente la expresion de genes implicados en varios procesos celulares. En el

caso de la apoptosis se encontré que algunos genes apoptoticos estan desregulados,
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por ejemplo; en las células que expresan la variante AA-a se aumenta la expresion de
los genes ANGPT1 e IGF1R y disminuye el gen THBS1. Mientras que en la variante
AA-c se encontré que los genes NR4A1l, THBS1, CADM1 y PEG10 aumentan su
expresion y que los genes SLC25A6, CD70, CUL5, CAMK1D, HIPK2, EEF1A2 y
SYNEL1 la disminuyen. En la variante E-G350 los genes BMP7, BNIP3 e IGF1R se
encuentran sobre-expresados y SYNEL1 sub-expresado (Zacapala-Gémez et al.,
2015). Por otro lado, las células HaCAT que expresan la variante E-G350 de EG6 del
VPH16 tienen mayor resistencia a agentes quimioterapéuticos como el cisplatino, pero
mayor sensibilidad a la radioterapia, comparadas con las células que expresan E-
Prototipo (Rodriguez-Godinez, R, tesis de maestria, 2015).

En el estado de Guerrero, las variantes E-G350, AA-a, AA-c, E-C188/G350 y E-
A176/G350 de la oncoproteina E6 del VPH 16, son las més frecuentes en mujeres con
CC. Sin embargo, la evidencia epidemiolégica sugiere que mujeres infectadas con la
variante AA-a, tienen mayor riesgo de desarrollar CC que las infectadas con la E-
prototipo (Ortiz-Ortiz et al., 2015).

La quimioterapia con cisplatino es el tratamiento de primera eleccion para muchos
tipos de cancer, incluyendo el CC. El cisplatino es un farmaco que causa dafio el DNA
y actia mediante la induccion de muerte celular por apoptosis de manera dependiente
de la concentracién y el tiempo de exposicion. Sin embargo, se ha observado que en
algunas pacientes los tumores generan resistencia al tratamiento con cisplatino. Por lo
gue se sugiere que la presencia de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH 16
pueden estar implicadas en la resistencia al tratamiento debido a que los cambios de
aminoacidos en la oncoproteina E6 podrian ser suficientes para alterar
diferencialmente la expresion de genes pro y anti apoptoéticos. Por lo tanto, en este
trabajo se evaluo la capacidad de las variantes de E6 del VPH 16 para promover la

resistencia a la apoptosis inducida por cisplatino en células C33-A.
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2 Materiales y métodos

Cultivo celular
La linea celular de carcinoma de cuello uterino C33-A se cultivd a 37°C en 5% de CO.,

utiizando DMEM (CORNING, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(BYproductos), 100 U / ml de penicilinay 100 mg / ml de estreptomicina (caisson, USA)
y 500ug/ml Geneticina (G418) (Invitrogen, Corp.). Las células C33-A transfectadas con
las variantes E-G350, AA-a, AA-c, E-C188/G350, E-A176/G350 de E6 del VPH16 y la
E-prototipo se generaron por el método reportado previamente (Del Moral-Hernandez
et al., 2010 y Zacapala et al., 2015)

Citometria de flujo
Se sembraron 500,000 células en cajas de seis pozos (CORNING) y se cultivaron por

24 horas. Se lavaron 3 veces con PBS 1x (Gibco, Life Thechnologies, USA) y
posteriormente se despegaron con tripsina al 10 % (Invitrogen) y se re suspendieron
en un mL de PBS 1x. Se midio en porcentaje de células positivas a la proteina verde
fluorescente (GFP) en el canal FITC-A en el citbmetro BD FACSCanto Il con el
software BD FACSDiva™.

Ensayos de apoptosis con Anexina V
Se realizaron ensayos de apoptosis en las células C33-A usando cisplatino (ZURIDRY)

a la concentracion IC50 (10 uM) por 24 h y se us6 un control positivo de muerte células
C33-Airradiadas con LUV (40 mJ por 120 s) y un control negativo (células sin el agente
inductor de apoptosis). Se preparé un buffer de union a Anexina V con HEPES 10 mM,
NaCl 140 mM y CaCl2 2,5 mM, pH 7,4. Para marcar las células en apoptosis se
adicion6 Anexina V [0.125 mg/ul] (Invitrogen, USA).

Los resultados se analizaron de acuerdo a las poblaciones, las cuales se dividiran en
al menos dos grupos: células vivas con un bajo nivel de fluorescencia y células
apoptoticas con una intensidad de fluorescencia significativamente mas alta. Para
distinguir las células necroticas de las células apoptoticas SYTOX Blue [0.1 mg/ul]

(Invitrogen, USA) que es un colorante de union a ADN.
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Los resultados se interpretaran de la siguiente manera:

*Células viables: no se unen a la Anexina V y excluyen SYTOX® Blue.

*Células en apoptosis temprana: se unen a la Anexina V y excluyen SYTOX® Blue
*Células en apoptosis tardia: se unen a la Anexina V e incorporan SYTOX® Blue

*Células necroticas: solo incorporan SYTOX® Blue.

Determinacion de la expresion de genes pro y antiapoptoticos

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se realiz6 con TRIzol (Invitrogen), se utilizaron células C33-
A transfectadas con el vector pEGFNL1 y con cada una de las variantes (E-G350, AA-
a, AA-c, E-C188/G350, E-A176/G350) de la oncoproteina E6 del VPH16 y la E-
prototipo tratadas con cisplatino. Se partié de cultivos celulares con una confluencia
del 80%, posterior a la extraccion se realizo el tratamiento con DNAsa, utilizando 1L
de enzima y 500ug/uL de RNA.

Retrotranscripcion (RT)

A partir del RNA total obtenido, se realiz6 la retrotranscripcion utilizando 500ng de
RNA, ademas de la enzima transcriptasa inversa SuperScript 1l (200 u/uL), DTT (4uL)
y oligo dT (Invitrogen) (0.5ug/uL) para la deteccion del mRNA.

PCR en tiempo real (QPCR)

La qPCR-tiempo real se realizd6 por el método de SYBR Green que se basa en la
incorporacion de un fluoroforo a los productos de PCR de doble cadena que se van
generando durante la reaccién. Todas las reacciones se llevaron a cabo en 7500 Real
Time PCR System de Applied Biosystem, usando el PCR Master mix Power SYBR®
Green de Applied Biosystem. El gen constitutivo utilizado fue el Gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se realiz6 una curva de amplificaciébn para
determinar el Ct de cada una de las muestras y una curva de disociacion para verificar

la especificidad para cada uno de los genes.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la qPCR-tiempo real.

Longitud

Amplificacion

Gen Secuencia Nucleétidos No. Acceso
(pb) (pb)
Sentido
, , 21 383-403
GAPDH 5 -GACCCCTTC.ATG.ACCTCAAC -3 449 pb 001289745.1
Antisentido 20 812-831
5"-GTGGCAGTGATGGCATGGAC- 3"
Sentido
. . 25 2807-2831
CIAPL 5 -TTGTCACTTCAGA‘I_’ACCCTGAAG-3 123 pb 0012561631
Antisentido 23 2907-2929
5-CAAGCCAGATTTAACCACAGGTG-3
Sentido
. , 26 2834-2860
IGF1R 5 -TGTTGATGTGGGAQGGTGTGATTS 108 pb 000875.4
Antisentido 27 2915-2942
5 -AGTACTCCGGTTCACAGCATACA-3’
Sentido
. . 25 2918-2943
HIPK2 5-AAACCCAGGCCAGCGAATTGGT-3 101 pb 001113239.2
Antisentido 26 2093-3019
5-CACGTTGCTGGAGGACGACTTGT-3"
Sentido
. . 23 4077-4099
CIAP2 5 -AGGGAAGAGQAGAGAGAAGAGC-3 133 pb 001165.4
Antisentido 23 4087-4210
5-CGGCAGTTAGTAGACTATCCAGG-3’
Sentido
. . 24 70-94
BAX 5 -ATGGACGGGT_CCG_GAGCAGCCC-?; 595 pb 0012914281
Antisentido 2 641-664
5-GGTGAGCCTCCCGCCCAAAGAT-3’
Sentido
. . 24 308-332
SLC25A6 5 -TGGACAAGCACAC_GCATTCTGGA-3 108 pb 001636.3
Antisentido 2 392-416
5-TTCTGGCGAAATCCGCGGGTACA-3’
Sentido
. . 24 428-452
cD70 5 -TGCGTCTCAG_CTTQCACCAGGTT-S 125 pb 001252 4
Antisentido 27 526-553
5-GGTCTCATCAGTGTTGAAGGCAA-3’

Consideraciones éticas y de bioseguridad

Las muestras biolégicas generadas fueron eliminadas en base a la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, (Norma de proteccion ambiental, Salud
ambiental, Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos).

Analisis de datos

El analisis de los datos se realizé en el programa Stata v13, los resultados se

reportaron en medias y error estandar de tres experimentos independientes, para la

comparacion de los resultados se utilizé la prueba de ANOVA de una via, Dunnette y

t de student, los valores de p< 0.05 se consideraran como estadisticamente

significativo. Para la elaboraciéon de graficas se utilizé en programa prism-GraphPad.
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3 Resultados

La expresion de la oncoproteina E6 del VPH 16 es homogénea en células C33-A.

Para determinar la expresion exdgena de la oncoproteina E6 de las variantes E-G350,
E-A176, E-C188, AA-a, AA-c y E-prototipo del VPH16 en las células C33-A se
realizaron ensayos de citometria de flujo, mediante la identificacion y cuantificacion de
la proteina verde fluorescente (GFP), la cual se encuentra fusionada a E6. Como
control positivo se usaron células C33-A transfectadas con el plasmido pEGFN1 (C33-
A/mock), que solo expresan GFP (89.15%) y como control negativo células C33-A sin
transfectar (figura 1 A). Los resultados mostraron que todos los grupos analizados
tienen mas del 80% de células positivas a GFP: E-prototipo (87.86%), E-A176
(84.94%), E-C188 (98.97%), E-G350 (80.72%), AA-a (84.95%) y AA-c (86.91%) (figura
1 B).
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Figura 1. Expresion de la oncoproteina E6 del VPH16. Se determind la expresion de la oncoproteina
E6 en células C33-A transfectadas establemente con las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16
por citometria de flujo mediante la deteccion de GFP. En el panel A se muestran las células C33-A sin
transfectar como control negativo de GFP y células Mock como control positivo de GFP; las variantes
de la oncoproteina E6 del VPH16 se muestran en el panel B. Se analizaron 20,000 células por cada
muestra. Se muestra un experimento representativo de tres experimentos independientes por duplicado.
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Las células C33-A que expresan la oncoproteina E6 prototipo son mas
resistentes ala apoptosis inducida por cisplatino

Se analiz6 el efecto de la expresion de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16
en la apoptosis inducida por cisplatino. La apoptosis se detectd mediante la
identificacion de Anexina V la cual se une especificamente a la fosfatidil serina una
sefal especifica en las células apoptoéticas y la deteccion de Sytox Blue el cual se une
al DNA. Se identificaron las células en apoptosis temprana y tardia de acuerdo con la
tincion exclusiva de Anexina V o con la doble tincion con Anexina V' y la incorporacion
de Sytox Blue respectivamente. En la figura 2 se muestran imagenes representativas
de los experimentos. Los resultados muestran el grupo control: C33-A sin transfectar
y sin tratamiento presentan 90.55% de células vivas, 2.51% de células en apoptosis
temprana y 0.55% de células en apoptosis tardia; las células C33-A sin transfectar
presentan 72.15% de células vivas, 20.27% de células en apoptosis tempranay 0.91%
en apoptosis tardia y las células C33-A/mock presentan 50.73% de células vivas,
9.40% en apoptosis temprana y 9.20% en apoptosis tardia con la concentracion 10uM
de cisplatino (figura 2 A) y el grupo experimental: células C33-A transfectadas
establemente con las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 (figura 2 B). En la
grafica se representan los porcentajes de células vivas y células apoptéticas del panel
Ay B (figura 2 C). Observamos que las células que expresan la oncoproteina E-
prototipo son mas resistentes a la apoptosis con respecto al control (células C33-A
Mock, tratadas con cisplatino) y a las células que expresan las variantes de la
oncoproteina E6, con un 22.58% de células apoptéticas, de las cuales el 37.72% de
las células estdn en apoptosis temprana y 40.77% en apoptosis tardia (figura 2 D).
Mientras que las células que expresan la variante E-A176 son mas sensibles a la
apoptosis (seguida por la AA-a 34.72%) con un porcentaje de células apoptéticas del
79.80%, de este porcentaje el 74.64% de las células estan en apoptosis temprana y
19.73% en apoptosis tardia (figura 2 D). Mientras que las variantes E-C188 (35.7%),
E-G350 (48.31%) y AA-c (25.14%) no presentan un cambio significativo con respecto
al control. Debido a que observamos que las variantes de la oncoproteina E6 pueden
modular diferencialmente este proceso celular, se analizaron algunos genes pro y anti

apoptéticos que participan en la via intrinseca de la apoptosis.

Javier-Gonzalez D. 12



Sytox Blue

“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

9.82%

o Il Apoptotic cells

) [ Living cells

Living cells: 81.20% 23

Early apoptosis: 4.06%
T

Living calls: 50.88%

Cisplatin
A c
C33-A untreated C33-A MOCK
Late apoptosis: 0.55% Late apoptasis: 0.91% Late apoplosie: 0.20% 100
108 108 10® %0
80
104 . 104 == 104 70
10° = FRO 108 R 108 L 60
Living cells: 90.55% Early apoptosis=2.51% Early apoplosis: 20.27% - Early apoptosis: 8.40% 50
10 104 108 109 104 108 100 104 108 40
30
20
B E-Prototype E-A176 10
Late apoptosis: 8.51% Late apoptosis: 1.36% 0
108 108
10 100 -
108 % . 10° TEE
Living cells: 71.18% Early apoptosis: 9.36% Living cells: 14.52% Early apoptosis: 1.70%
100 108 10° 100 108
E-C188 E-G350
Late apoptosis: 5.85% Late apoptosis. 7.28%
= 1053
=
2 D
e 100
(o] -

Early apoptosis: 4.18%

10 10¢ 108 10°

Lata apoplasis: 8.76%
108

104 108

Late apoptosis: 9 67%

104

10% 3=

Living cells: 41 67% Early apoptosis: 3.57%

3 Living calle: 54.41% -

Early apoptosis: 7 67%

108 104 108

10°

104 108

Anexina V

C33-A untreated

.§| =) o @
¥ <
s|l3||= 3
- < 4 @ © @ =3 @
L 5 2 2 = 2 g <
© o] 8 < O L) L4
§ 8 2 g 1 o ¢
b=t =] w w w
> o
< w
[+]
[32]
© Cisplatin
e w .
[ Early apoptosis
** [ Late apoptosis

$ 5 & © 8 3 % ¢
mO%‘EUE&
© = 5 d b W
o
i
Cisplatin

Javier-Gonzaélez D.

13



“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

Figura 2. Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 sobre la apoptosis inducida
por cisplatino. Se realiz6 tincion con Anexina V' y Sytox Blue de las células C33-A sin transfectar y de
las C33-A transfectadas establemente con la oncoproteina E6 del VPH16 para hacer la deteccién de las
células apoptoticas mediante citometria de flujo, en condiciones basales y bajo tratamiento con
cisplatino. En el panel A se muestra el grupo control: células C33-A sin transfectar y sin tratamiento,
células C33-A y Mock con tratamiento de cisplatino (IC50). En el panel B se muestra el grupo
experimental: células C33-A transfectadas con las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16. En el
panel C se muestra el porcentaje de células muertas en los diferentes grupos analizados, las células
C33-A (E-prototipo) fueron mas resistentes a la apoptosis, mientras que las células C33-A (E-A176)
fueron las mas sensibles al tratamiento. En el panel D se muestra el porcentaje de células en apoptosis
temprana y apoptosis tardia de los diferentes grupos analizados. Se graficaron las medias y
desviaciones estandar de tres experimentos independientes. Se analizaron 20,000 células por cada
muestra. Se muestra un experimento representativo de tres experimentos independientes por duplicado.

Las variantes de la oncoproteina E6 modulan diferencialmente la expresion de

genes pro y anti apoptoéticos en respuesta al tratamiento con cisplatino

Anteriormente reportamos que las variantes E-A176, E-C188, E-G350, AA-ay AA-c de
la oncoproteina E6 del VHP16 modulan mas de 400 genes los cuales participan en
diversos procesos celulares implicados en el desarrollo del cancer cervical incluida la
apoptosis (Zacapala-Gémez, et al.,2015). Por ello, validamos el nivel de expresion de
los genes pro-apoptoéticos Bax, SLC25A6, CD70 y HIPK2 y de los genes anti-
apoptoticos clAPL, clAP2 e IGF1R en condiciones basales y encontramos que no
existen diferencias significativas importantes (Dorantes-Palma, D y Solis-Aguirre, A,
tesis de licenciatura, 2015). Debido a que observamos diferencias en la apoptosis
inducida por cisplatino en presencia de las variantes, se analiz la expresion de genes
pro y anti-apoptoticos bajo tratamiento con cisplatino (figura 3). Observamos que las
células que expresan la variante E-A176 aumentan significativamente el nivel de
expresion del gen anti-apoptatico clAP1 7.5 veces mas con respecto a las células C33-
A sin transfectar (control). Las células que expresan la variante E-G350 aumentan
significativamente el nivel de expresion de todos los genes analizados hasta 300 veces
mas con respecto al control mientras las células que expresan la oncoproteina E-
prototipo aumentan el nivel de expresion de los genes pro-apoptéticos Bax 6 veces
mas y HIPK2 3.5 veces mas y de los genes anti-apoptoticos clAP1 y clAP2 hasta 8

veces mas con respecto al control.
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Figura 3. Las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 modulan diferencialmente la expresion de genes
pro y anti-apoptéticos. Se realizaron ensayos de q-RTPCR para la deteccion de los genes pro-apoptéticos Bax,
SLC25A6, CD70 y HIPK2 y de los genes anti-apoptoticos clAP1, clAP2 e IGF1R en las células C33-A que expresan
las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en condiciones bajo tratamiento con cisplatino. Se muestra el nivel
de expresion de los genes analizados bajo tratamiento con cisplatino (IC50) y observamos que las células que
expresan la variante E-A176 aumenta significativamente 7.5 veces mas el nivel de expresion de clAP1, la variante
E-G350 aumenta significativamente hasta 300 veces mas el nivel de expresion de los genes analizados y la
oncoproteina E-prototipo aumentan significativamente el nivel de expresion de HIPK2 y Bax (genes pro-apoptoticos)
3.5y 6 veces mas respectivamente y de clAP1 yclAP2 (genes antia-apoptoticos) hasta 8 veces mas con respecto
al control. Como muestra control se utilizé C33-A sin transfectar y como normalizador se utilizé el gen GAPDH. Se
graficaron las medias + desviaciones estandar de tres experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se
utilizé ANOVA de una via, prueba de comparacion multiple de Dunnette. Se tomaron como valores significativos
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001.
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4 Discusion

Pocos estudios han analizado el efecto de las variantes naturales de la oncoproteina
E6 del VPH16 en la apoptosis. Por ejemplo, se analizd la desregulacion de la
diferenciacion y la apoptosis en un modelo de queratinocitos humanos primarios
(NIKS) transfectados con las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 (E-G350, E-
G131/G350 y AA-a) y la E6 prototipo y se encontré6 que la variante AA-a de la
oncoproteina E6 de VPH 16 sensibilizan a NIKS a la apoptosis inducida por anoikis
(via extrinseca) en comparacion con el control y la E6 prototipo (Zehbe et al., 2009).
En otro trabajo se evaluoé el papel de las variantes europeas E-A126, E-G131y E-T245
en comparacion con la variante E-G350. Se encontré que las variantes europeas E-
A126, E-G131y E-T245 de EG6 tienen capacidades similares a la variante E-G350 para
inhibir el arresto del ciclo celular y para reducir los niveles de p53 inducidos por
actinomicina D (Zehbe et al., 2011). Por otro lado, las células HaCAT que expresan la
variante E-G350 son mas sensibles a la apoptosis inducida por radiacién en
comparacion con las células que expresan E6 prototipo (Rodriguez- Godinez, R, 2015,
tesis de maestria). Nosotros encontramos que las células C33-A que expresan E6
prototipo son mas resistentes a la apoptosis inducida por cisplatino (via intrinseca),
mientras que las células C33-A que expresan E6 de la variante E-A176 son mas
sensibles, ademas de que la mayor parte de la poblacion de células apoptéticas se
encuentran en apoptosis temprana, lo cual indica que tienen una respuesta mas rapida
al tratamiento con cisplatino en comparacion con el control y con las células C33-A/E6
prototipo. Mientras que las células C33-A que expresan las variantes E-C188, E-G350
y AA-c no mostraron cambios significativos en el porcentaje de células apoptoticas con
respecto al control, pero son mas sensibles a la apoptosis que las células C33-A/E6
prototipo. Sorprendentemente las células que expresan la variante AA-a la cual ha
mostrado mayor riesgo de conducir al desarrollo de CC (Ortiz-Ortiz et, al., 2015) son
mas sensibles a la apoptosis en comparacion con el control y la E6 prototipo. Por otro
lado, se ha reportado que en células de cancer cervical existe reduccion de la
absorcion del cisplatino, lo que se relaciona con la resistencia a la muerte celular
(Haiyan et al., 2016). Estos resultados concuerdan con el analisis de proliferacion y

supervivencia celular en respuesta al tratamiento con cisplatino realizado previamente
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en nuestro laboratorio, en donde encontramos que la variante E-A176 prolifera menos,
mientras que las células que expresan la variante E-G350 proliferan mas con respecto
al control bajo tratamiento con cisplatino (Luviano-Jaimes H.H y Lechuga-Mercado
D.A, 2018, tesis de licenciatura). Todos estos datos sugieren fuertemente que las
variantes del VPH16 estan implicadas en la desregulacion de la proliferacion y
apoptosis, lo cual les podria conferir diferente potencial oncogénico.

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se encontré que las variantes de la
oncoproteina E6 modulan diferencialmente la expresion de los genes pro apoptoticos
(BAX, SLC25A6, CD70y HIPK2) y anti apoptoticos (clAP1, clAP2 e IGF1R) en la linea
celular C33-A. Encontramos que la oncoproteina E6 de las variantes AA-c y E-A176
alteran significativamente la mayor cantidad de genes en comparacion con la E6
prototipo (Dorantes-Palma S y Solis-Aguirre J.A, 2015, tesis de licenciatura). Sin
embargo, cuando determinamos la expresion de los genes en células C33-A tratadas
con cisplatino el nivel de expresion de los genes pro y anti apoptéticos aumentan
significativamente en las células que expresan la oncoproteina E6 prototipo y las
variantes E-A176 y E-G350, siendo esta Ultima la que aumenta todos los genes
analizados. No conocemos el mecanismo mediante el cual, la oncoproteina E6 pudiera
estar alterando la expresion de dichos genes, sin embargo, se sabe que la
oncoproteina E6 interacciona directamente con factores de transcripcion que modulan
el nivel de expresion de los genes analizados. Por ejemplo, se ha reportado que E6
puede interactuar directamente con el factor de transcripcion NF-kappaB (Vandermark,
et, al., 2012) el cual regula la transcripcién de los genes pro apoptéticos BAX 'y CD70
y de los genes anti apoptéticos IGF1R, clAP1 y clAP2. En el caso de las células que
expresan E6 prototipo se encuentran aumentados significativamente los genes anti-
apoptoticos clAP1 y clAP2 y los genes pro-apoptoticos BAX y HIPK2. clAP2 y clAP1,
son inhibidores de las caspasas 3, 7 y 9, (Deepika V. y Hyung D. R, 2016). Se ha
demostrado que, en muestras de cancer cervical vs. muestras de tejido normal, hay
una disminucion de clAP1 y niveles normales de clAP2 (Espinosa, et, al., 2006). Sin
embargo, en este estudio encontramos que E6 prototipo aumenta significativamente

el nivel de expresion de dichos genes. También encontramos que el gen HIPK2 se
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encuentra aumentado significativamente en estas células, lo cual concuerda con
reportes previos donde se le ha asociado al cancer cervical a través de su interaccion
directa con la oncoproteina E6 del VPH16, lo que previene la apoptosis y contribuye a
la progresion del tumor (Kwon M.J. et al., 2017). Estos datos sugieren que la
resistencia a la apoptosis podria estar, en parte mediada por estos genes. Por el
contrario, las células C33-A/E-A176 solo aumenta significativamente el gen clAP1, sin
embargo, son las mas sensibles a la apoptosis inducida por cisplatino, sugiriendo que

clAP1 por si solo no es suficiente para inducir resistencia a la apoptosis.

En el caso de las células que expresan la variante E-G350, a pesar de que aumentan
significativamente todos los genes apoptéticos analizados (pro y anti-apoptéticos)
hasta 300 veces mas que el control, son mas sensibles a la apoptosis en comparacion
con las células C33-A/E6 prototipo. Estos resultados indican que la expresion a nivel
de RNA mensajero de los genes analizados no es suficiente para explicar las
diferencias observadas en la apoptosis. Una desventaja de este trabajo es que no se
analizé en nivel de expresion de las proteinas correspondientes a los RNA’s

mensajeros.

Se sabe gque la linea celular C33-A tiene una mutacion puntual en el gen p53 en el
coddén 273 (CGT>TGT) que resulta en la sustitucion de una arginina (Arg) por una
cisteina (Cys) en el dominio de unién al DNA (DBD). Lo cual genera una proteina
aberrante, incapaz de unirse a sus genes blanco, por ejemplo, a BAX para promover
su transcripcion he iniciar la apoptosis por la via intrinseca (Crook et al., 1991). Por
otro lado, también se ha reportado que la caspasa 8 no se expresa en células C33-A
(Aréechaga-Ocampo et al., 2008). Estos datos sugieren que las diferencias en apoptosis
y en la expresion de genes pro y anti apoptoéticos encontradas en nuestro modelo de

estudio son independientes de la actividad transcripcional de p53.

En nuestro modelo de estudio se expresan tres transcritos diferentes (E6, E6*1 y E6*1l)
los cuales son generados por splicing alternativo del gen E6 (Urucha-Ortiz JM y

Alvarez-Hilario L.G, 2015, tesis de licenciatura). Estas isoformas de E6 pueden
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producir diferentes efectos sobre la apoptosis inducida por cisplatino en células C33-
A. Vaisman E. Carolina et.al, 2018, reporté que en las células C33-A ya que se sabe
gue cuando expresan la oncoproteina E6 completa disminuye un 50% la muerte celular
en comparacion con las células control, mientras que las células transfectadas con
E6*I disminuyen solo un 25%. Interesantemente las células que expresan la isoforma
E6*1l incrementan la apoptosis, lo cual correlaciona con el aumento de la actividad de
caspasas 3 y 9 comparadas con el control (Vaisman E. Carolina et.al, 2018).
Previamente, nosotros analizamos la expresion de los transcritos E6*l, E6*Il y el pre-
RNAm E6 del intrén | del VPH16 en las células transfectadas con las variantes
naturales de la oncoproteina E6 del VPH16 y encontramos que el patron de splicing
es heterogéneo; por ejemplo, el transcrito pre-RNAmM E6 es mas abundante en la
variante AA-a, el transcrito E6*| es predominante en la variante E-C188/G350, mientras
que la E-Prototipo y las variantes AA-c, E-A176/G350 y E-G350 expresan proporciones
similares de pre-RNAm E6 y E6*l y solo las células que expresan la E6 prototipo y la
variante AA-a expresan E6*Il (Urucha-Ortiz J.M y Alvarez-Hilario L.G, 2015, tesis de
licenciatura). Lo que sugiere que los cambios polimérficos de las variantes analizadas
pueden estar implicados en la regulacion del splicing alternativo y como consecuencia
la diferencia en la cantidad de E6, E6*l y E6*Il podria regular la apoptosis de manera

diferente.
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5 Conclusiones

Las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 modulan diferencialmente la apoptosis
y la expresion de genes pro y antiapoptéticos, implicados en la via intrinseca.
Interesantemente, las células que expresan la oncoproteina E6 E-prototipo fueron las
mas resistente a la apoptosis inducida por cisplatino mientras que las C33-A/E-A176,
E-C188, E-G350, AA-a 'y AA-c fueron las mas sensibles.

Javier-Gonzalez D. 20



“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

6 Perspectivas

% Analizar los genes pro y anti-apoptoticos a nivel de proteina
% Medir la actividad de caspasas

« Analizar la apoptosis inducida por otras vias

Javier-Gonzalez D. 21



“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

7 Referencias

Aréchaga-Ocampo, E., Pereira-Suarez, A.L., Del Moral-Hernandez, O., Cedillo-Barrén, L.,
Bruce, A., Johnson A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., y Walter, P. 2010. Biologia Molecular
de la célula. Capitulo 18: Apoptosis. Ediciones Omega. Barcelona.

Chung-Hsiang, Y., Filippova, M. and Duerksen-Hughes, P. (2012). Modulation of apoptotic
pathways by Human Papillomaviruses (HPV): mechanisms and implications for therapy.
Viruses, 2012, 4, 3831-3850.

Cornet, I., Gheit, T., Franceschi, S., Vignat, J., Burk, R. D., Sylla, B. S., Tommasino, M., Clifford,
G. M., and the IARC HPV Variant Study Group. (2012). Human Papillomavirus Type 16 Genetic
Variants: Phylogeny and Classification Based on E6 and LCR. Journal of Virology p. 6855-
6861.

Crook, T., Wrede, D., Vousden, K. H. (1991). P 53 point mutation in HPV negative human
cervical carcinoma cell lines. Oncogene. 6(5):873-5.

De Scott W. Lowe and Athena W. Lin. (2000). Apoptosis in cancer. Carcinogenesis (21) 3 pp.
485- 495

Deepika Vasudevan and Hyung Don Ryoo. (2016). Regulation of Cell Death by IAPs and their
Antagonists. Curr Top Dev Biol. 2015; 114: 185-208. doi: 10.1016/bs.ctdb.2015.07.026

Dorantes- Palma, S. y Solis- Aguirre. J.A. Efecto de la oncoproteina E6 de variante del VPH16
en la expresion de genes pro y anti apoptéticos de células C33-A (tesis de licenciatura).
Chilpancingo de los Bravo: Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas, Universidad Auténoma
de Guerrero; 2015.

Erik R. Vandermark, Krysta A. Deluca, Courtney R. Gardner, Daniel F. Marker, Cynthia N.
Schreiner, David A. Strickland, Katelynn M. Wilton, Sumona Mondal, and Craig D. Woodworth.
(2012). Human Papillomavirus type 16 E6 and E 7 proteins alter NF-kB in cultured cervical
epithelial cells and inhibition of NF-kB promotes cell growth and immortalization. Virology. 2012
March 30; 425(1): 53—-60. doi: 10.1016/j.virol.2011.12.023.

Espinosa, M., Cantu, D., Herrera, N., Lopez, C. M., De la Garza, J. G., Maldonado, V., et al.
(2006). Inhibitors of apoptosis proteins in human cervical cancer. BMC cancer. 6(1), 45.

Fuchs, Y. and Steller, H. (2011). Programmed cell death in animal development and disease.
Consultado en 22 de octubre de 2016 de http://mwww.cell.com/cell/fulltext/S0092-
8674(11)01283-9#

GLOBOCAN 2012: Estimated Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2012.
http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx.

Javier-Gonzalez D. 22



“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

Haiyan, Z., Hui, L., Wenwen, Z., Zhaojun, S., Xiaoli, H., y Xueqgiong, Z. (2016). Molecular
mechanisms of cisplatin resistance in cervical cancer. Drug Des Devel Ther. 10:1885-1895.

Huertas-Salgado, A., Martin-Gamez, D.C., Moreno, P., Murillo, R., Bravo, M.M., Villa, L.,
Molano, M. (2011). E6 molecular variants of human papillomavirus (HPV) type 16: An updated
and unified criterion for clustering and nomenclature. Virology 410 201-215.

Kwon, Mi Jung So Young Kang, Eun Sook Nam, Seong Jin Cho, Young-Soo Rho. (2017).
HIPK2 Overexpression and Its Prognostic Role in Human Papillomavirus-Positive Tonsillar
Squamous Cell Carcinoma. Hindawi BioMed Research International Volume 2017, Article ID
1056427, 10 pages https://doi.org/10.1155/2017/1056427.

Luviano-Jaimes, H.H y Lechuga-Mercado, D.A. Modulacién de la proliferacion y supervivencia
celular por variantes de la oncoproteina E6 del VPH-16 en células C33-A en respuesta a
cisplatino (tesis de licenciatura). Chilpancingo de los Bravo: Facultad de Ciencias Quimico
Biolégicas, Universidad Auténoma de Guerrero; 2018.

Mufioz. N., Castellsagué, X., de Gonzalez, A. B., Gissmann, L. (2006). VPH in the etiology of
human cacer. Vaccine, 24, S1-S10.

Narisawa-Saito, M. and Kiyono T. (2007). Basic mechanisms of high-risk human
papilomaviruses- induced carcinogenesis: Roles of E6 and E7 proteins. Cancer Sci vol 98 (10)
1505-1511.

Ortiz-Ortiz. J., Alarcon-Romero, L.C., Jiménez-Lopez. M.A., Garzén-Barrientos. V.H., Calleja-
Macias, |., Barrera-Saldafia. H.A., Leyva-Vaquez, M.A. and lllades-Aguiar, B. (2015).
Association of human papillomavirus 16 E6 variants with cervical carcinoma and precursor
lesions in women from Southern Mexico. Virology Journal (2015) 12:29

Rodriguez- Godinez, R. Modulacién de la proliferacion y supervivencia celular por la
oncoproteina E6 de la variante E-G350 del VPH-16 en células HaCaT en respuesta a
quimioterapia y radioterapia (tesis de maestria). Chilpancingo de los Bravo: Facultad de
Ciencias Quimico Biolbgicas, Universidad Autbnoma de Guerrero; 2015.

Rodriguez-Sastre, M.A., Castillo-Alvarez, A., Lopez-Bayghen, E., Villegas-Sepulveda, N.,
2008. HPV+ cervical carcinoma and cells lines display altered expression of Caspases.
Gynecol. Oncol. 108, 10-18.

Urucha-Ortiz, J.M y Alvarez-Hilario, L.G. Patron de splicing alternativo del intron | en las
variantes del VPH16 en células C33-A (tesis de licenciatura). Chilpancingo de los Bravo:

Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Autébnoma de Guerrero; 2015.

Vaisman, Carolina E., Del Moral-Hernandez, Oscar, Moreno Campuzano, Samadhi, Aréchaga-
Ocampo, Elena, Bonilla-Moreno, Raul, Garcia Aguiar, Israel, Cedillo-Barrén, Leticia, Berumen,

Javier-Gonzalez D. 23



“Efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16 en la apoptosis inducida por cisplatino”

Jaime, Nava, Porfirio, Villegas Sepulveda, Nicolas, C33-A cells transfected with E6* or E6*II
the short forms of HPV-16 EB6, displayed opposite effects on cisplatin-induced apoptosis. Virus
Research https://doi.org/10.1016/j.virusres.2018.02.009

Wong SY, R. (2011). Apoptosis in cancer: from pathogenesis to treatment. Journal of
experimental & clinical cancer research 2011, 30:87.

Woodman, C.B., Collins, S.I., and Young, L.S. (2007). The natural history of cervical HPV
infection: unresolved issues. Nature Reviews Cancer, 7(1), 11-22.
www.impactjournals.com/oncotarget

Zacapala-Gémez, A., Del Moral-Hernandez, O., Villegas-Sepulveda, N., Hidalgo-Miranda, A.,
Romero-Cérdoba, S., Beltran-Anaya, F., Leyva-Vazqueza, M., Alarcon-Romero, L., lllades-
Aguiar, B. (2015). Changes in global gene expression profiles induced by HPV 16 EG6
oncoprotein variants in cervical carcinoma C33-A cells. Virology 488 (2016) 187-195.

Zehbe, I., Lichtig, H., Weterback, A., Lambert, P. F., Tommasino, M. and Sherman, L. (2011).
Rare human papillomavirus 16 E6 variants reveal significant oncogenic potential. Molecular
Cancer, 10:77.

Zehbe, I., Richard, C., De Carlo, C.A., Shai, A., Lambert, P.F., Lichtig, H., et al., (2009). Human
papillomavirus 16 E6 variants differ in their dysregulation of human keratinocyte differentiation
and apoptosis. Virology, 383, 69-77

Zur Hausen H. (1999). Papillomaviruses in Human Cancers. Consultado el 18 de octubre de
2016 de http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1525-
1381.1999.99723.x/abstract;jsessionid=CAFA3A597F0B7502976 A9FD21FFB81B2.f02t03

Zur Hausen H. (2002). Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical application.
Nature Reviews, Vol 2, 342-343.

Javier-Gonzalez D. 24



