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Analisis de la expresiéon de genes de adhesién en biopsias cervicales por efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16

. Resumen

Introduccion: EL Cancer Cervicouterino (CaCU) es la neoplasia mas comun en
mujeres en todo el mundo. El principal factor etiolégico para su desarrollo es la
infeccion persistente con VPH-AR. El VPH16 es el genotipo mas estudiado, debido
a su asociacion con mas del 90% de los casos de CaCU. Existen variantes naturales
de VPH16 que le confieren diferente capacidad para modificar procesos celulares
como la apoptosis, diferenciacion, inmortalizacién, migracion y adhesion.
Materiales y métodos: se analizé por RT-gPCR la expresion de los genes de
adhesion CALCR, CDH2, COL11A1, SRPX, CDH9, CDH18, CDH6, NID1, PCDH9,
AMOTL1, E6y E7 por efecto de las variantes E-G350, AA-a y AA-c vs. E-Prototipo
(E-P), en biopsias cervicales de tejido normal, lesiones precursoras y CaCU.
Resultados: Los genes mas sobre-expresados fueron NID1 y AMOTL en las
muestras positivas a las variantes AA-a, AA-c y E-G350 en comparacion con la E-
P; mientras que SRPX se sobre-expreso en las muestras positivas a la variante AA-
c. Por otra parte, se determinaron los niveles del RNAm de E6 y E7 y se encontrd
que las variantes AA expresan mayores niveles de los dos oncogenes en
comparaciéon con las variantes europeas. Conclusién: Nuestros resultados
sugieren que las variantes de VPH16 modulan la expresion de los genes de
adhesion. Por otro lado, los altos niveles de los oncogenes E6y E7 expresados por
las variantes AA podrian conferirles mayor potencial oncogénico.

Palabras clave: variantes VPH16, genes de adhesion, biopsias, oncogenes E6 y
E7.
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1. Abstract

Introduction: Cervical cancer (CaCU) is the most common neoplasm in women
worldwide and the main etiologic factor is the persistent infection with AR-HPV.
HPV16 genotype is associated with more than 50% of cases of CaCU. There are
natural variants of HPV16 with different oncogenic potential. Materials and
Methods: adhesion genes expression CALCR, CDH2, COL11A1, SRPX, CDH9,
CDH18 CDH6, NID1, PCDH9 and AMOTL1 was analyzed by RT-gPCR in cervical
biopsies of precursor lesions and CaCU positive to HPV16 E-G350, AA-a and AA-c
variants. Results: The most overexpressed genes were NID1 and AMOTL in the
samples positive for the AA-a, AA-c and E-G350 variants in comparison with the E-
Prototype; whereas SRPX was overexpressed in the samples positive to the AA-c
variant. On the other hand, we determinate the mRNA levels of E6 and E7
oncogenes and we found that the AA variants express higher levels of both
oncogenes compared with the european variants. Conclusion: Our results suggest
that HPV16 variants modulate the expression of adhesion genes, and the highest
expression levels of the E6 and E7 oncogenes by AA could indicate greater
oncogenic potential.

Keywords: HPV16 variants, adhesion genes, biopsies, oncogenes E6 and E7



Analisis de la expresiéon de genes de adhesién en biopsias cervicales por efecto de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH16

11l. Introduccion

El cancer cervicouterino (CaCU) es la cuarta neoplasia mas comun vy la tercera
causa de muerte en mujeres en todo el mundo. En el 2012 se estimaron 528,000
nuevos casos y 266,000 muertes, lo cual indica que esta patologia continua siendo
un grave problema de salud publica (Ferlay et al. 2015).

En México el CaCU es la segunda causa de muerte, en el 2013 se registraron 3,771
defunciones con una tasa de 11.3 muertes por 100, 000 mujeres (SSA, 2015). El
estado de Guerrero ocupa el sexto lugar y la tasa de mortalidad es de 14.2 decesos
por cada 100 mil mujeres (SSA, 2015). El CaCU es causado principalmente por la
infeccion persistente por el virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR)
(Mufioz et al. 2006). En mujeres guerrerenses el VPH16 se encuentra en el 68.1%
de los casos carcinoma de células escamosas (lllades-Aguiar et al. 2010)

asociandose de manera significativa al desarrollo de cancer en el cérvix uterino.

La infeccion por VPH-AR inicia a través de microlesiones que permite que las
particulas virales tengan contacto con las células basales del epitelio estratificado,
gue se encuentran en lo mas profundo del epitelio cervical y que estan en constante
proliferacion (Doorbar 2006); estas células contienen receptores como la integrina
a6 (Evander et al. 1997) y heparan sulfato que favorecen la entrada del virus a la
célula (Shieh et al. 1992) . Estudios recientes sugieren que moléculas como anexina
Il y CD49f expresadas en células madre de la lamina basal pudieran ser un blanco
inicial para la infeccion por el VPH-AR (Ortiz-Sanchez et al. 2016). Una vez que el
virus entra a la célula mantiene su genoma en estado episomal, con un numero de
copias bajo. En las células diferenciadas se lleva a cabo el ciclo productivo del virus,
en donde amplifica su genoma en un alto numero de copias, expresando genes
tardios L1 y L2, que codifican para las proteinas de la capside (Doorbar 2006).

La replicacion viral inicia con factores celulares del hospedero y la transcripcion de
las proteinas tempranas E71/E2 que participan en la replicacion, transcripcién del
genoma viral y regulacién de la expresion de los oncogenes virales E6y E7 (Conger
et al. 1999; Frattini & Laimins 1994). El VPH puede mantenerse en estado episomal,
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sin embargo uno de los eventos claves inducidos por VPH durante la carcinogénesis
es la integracion de su genoma al de la célula hospedera (Thorland et al. 2003).

La oncoproteina E6 del VPH16 esta constituida por 151 aminoacidos con un peso
molecular de 16-18 kDa. Contiene dos motivos de dedos de zinc altamente
conservados, caracterizados por la presencia del motivo Cys-X-X-Cys, (Hernandez
2004) que facilitan su interaccion con diversas proteinas celulares como p53 al
formar complejo con la ubiquitina ligasa E6-AP provocando su ubiquitinaciéon y
posterior degradaciéon, ademas de activar a la telomerasa (Oh & Kyo 2001), induce
la degradacion de p53 (Scheffner et al 1990), p300 (Xie et al. 2014), MUPI , hDIg vy
PTPN3 (Nagasaka et al. 2013), PDZRN3A, LNX3 (Thomas & Banks 2015).

Se han reportado variantes moleculares para el VPH16, que se definen cuando los
virus difieren en al menos el 2% en la secuencia de nucleétidos del gen viral L1 y
hasta un 5% en regiones no codificantes. Tomando como referencia la

secuenciacion del genoma de VPH16 aislada de 1985 (Seedorf et al. 1985)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/K02718.1). Las variantes génicas del VPH16
se clasifican de acuerdo a su distribucidn geografica en cuatro linajes principales:
Europea-Asiatica (EAs), Africana 1 , Africana 2 (AFR2) y Asiatica Americana
(AA/NA) (Asadurian et al. 2007; Cornet et al. 2012).

En el estado de Guerrero, cinco variantes son las mas frecuentemente detectadas
en lesiones precursoras y CaCU, E-G350 (40%), seguido por la E-prototipo
(13.03%), E-C188/G350 (11.82%), AA-a (10.61%), AA-c (6.07%) y E-A176/G350
(5.15%). Cabe destacar que todas estas variantes estan altamente asociadas con
el desarrollo de CaCU (Ortiz-Ortiz et al. 2015).

Se ha demostrado que en queratinocitos humanos inmortalizados las variantes de
E6 del VPH16 difieren en su capacidad oncogénica, medida por la formacién de
colonias independientes de anclaje, disminucion de los niveles Bax (Manzo-merino
et al. 2014), alteracion de la actividad de caspasa, degradaciéon de FADD (Garnett
et al. 2006), resistencia a la apoptosis, diferenciacion celular (Niccoli et al. 2012).

Experimentos in vitro sugieren que las variantes AA activan mas eficientemente la
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via MAPK y PI3K/AKT que las variantes europeas favoreciendo la migracion e
invasion (Hochmann et al. 2016).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo determin6 mediante un modelo in vitro el
efecto de las variantes de E6 en un perfil global de expresidén de genes. Se encontrd
que las variantes de E6 del VPH16 desregulan la expresién de 436 genes
involucrados en procesos relacionados con angiogénesis, ciclo celular, apoptosis,
diferenciacion, proliferacion, sefalizacion y adhesién. Uno de los procesos con mas

genes alterados fue la adhesion (Zacapala-Gomez et al. 2016)

La adhesion celular determina la capacidad de las células de mantener el contacto
entre diferentes tipos celulares, anclarse entre células del mismo tipo y la interaccion
de ellas con la matriz extracelular. Ademas, de llevar a acabo sefales que

contribuyen directamente a la activacion celular (Larrea & lzaguirre 2012).

Las moléculas de adhesidon celular (MACs) son proteinas membranales que
participan en diversos procesos como, la transduccién de sefiales, crecimiento
celular, diferenciacion, expresion de genes sitio especifico, morfogénesis, ciclo
celular adhesion célula-célula e interaccion célula-matriz extracelular. De acuerdo a
su estructura y funcion, las CAMS se clasifican en cinco familias: integrinas, la
superfamilia de las inmunoglobulinas, mucinas, selectinas y cadherinas (Muller-
Esterl 2008; Lodish 2005).

Las integrinas son receptores heterodiméricos que poseen una cadena a y 3, dentro
de las funciones que desempefian son la conexién entre el citoesqueleto y la matriz

extracelular, activar vias de sefalizacion (Murray 2005).

La familia de las inmunoglobulinas participa en la inmunidad, mediante las
adhesiones independientes de calcio que se llevan a cabo con linfocitos y de
moléculas de adhesion que median la union entre células no inmunitarias, como la
molécula de adhesién celular vascular (VCAM), y la molécula de adhesion neural
(NCAM) (Murray 2005).
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Las mucinas son un grupo heterogéneo de glucoproteinas, su presencia en la
membrana celular favorece a las interacciones celulares, también estan ligadas a la
presencia de selectinas, ademas ayudan a lubricar y forman una barrera fisica

protectora sobre superficies epiteliales (Van Roy & Berx 2008).

Las selectinas son proteinas transmembranales, contienen un dominio amino
terminal (N-terminal) de unidn a carbohidratos, un dominio carboxilo (COOH) y un
dominio EGF, que participa en la interaccién con mucina. La familia de las siguientes
moléculas de adhesién: L-selectina (leucocitaria), P-selectina (plaquetaria), y E-
selectina (endotelial) juegan un papel importante en la unién inicial, rodamiento de

células inmunitarias y extravasacion en las células endoteliales (Ruiz 2012).

El mantenimiento de la integridad y la organizacion de epitelio es un evento
primordial para mediar la adhesion célula-célula y célula matriz extracelular, en esta
interaccion participan principalmente las cadherinas (Friedl et al. 2004). Las
cadherinas son moléculas membranales dependientes de calcio e interacciones
homofilicas. Los miembros de la familia de las cadherinas se encuentran
clasificadas segun sus caracteristicas funcionales y homologia de su secuencia, en
las siguientes subfamilias: 1) Protocadherinas, mayormente implicadas en el
desarrollo neural, 2) Cadherinas desmosomales que abarca desmogleinas y
desmocolinas), 3) Cadherinas clasicas, incluye N-cadherina que participa en las
uniones adherentes y, 4) cadherinas tipo 2 (K-cadherinas y cadherina-9) (Nollet et
al. 2000). La funcion principal de las cadherinas es el mantenimiento de contactos
intercelulares, en el desarrollo embrionario participan en la transicion epitelio
mesénquimal (TEM) (Hajra et al. 2002).

El estudio de las moléculas de adhesién en diversos tejidos ha relevado su relacidon
directa con el proceso metastasico . Este proceso inicia con la disrupcion célula—
célula modificando a membrana basal invadiendo tejido circunvecino e infiltracion a
los vasos sanguineos (Fife et al. 2014) siendo la pérdida de la adhesién celular uno
de los principales factores que facilita la migracién de células cancerosas (Conacci-
Sorrell et al. 2002).
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En diversos estudios se ha reportado baja regulacion de la expresion de proteinas
de adhesion como VCAM, en cancer de mama se ha evidenciado que favorece la
angiogenesis, supervivencia y la metastasis de las células cancerosas (Sharma et
al. 2017); por otra parte, la expresion de E-cadherina y vimentina se correlacionan
con menor sobrevida de las paciente (Yamashita et al. 2017) mientras que en cancer
gastrico la expresion anormal de E-cadherina y p-catenina se relacionan con el
estadio avanzado de la enfermedad (Di et al. 2016).

Aunque se ha reportado que en el desarrollo del CaCU existen moléculas
importantes encargadas del mantenimiento de la homedstasis y adhesion celular,
se ha observado que estas se desregulan, sugiriendo que las oncoproteinas E6 y
E7 del VPH16 juegan un papel critico en la alteracion de la expresion de estas
moléculas (Thomas et al. 2001; Watson 2003)

En CaCU se ha encontrado que desde etapas tempranas de la enfermedad inicia
la disminucion de E-cadherina, lo que ocasiona perdida de la caracteristica epitelial
para adquirir propiedad mesenquimatosa (Ahmed et al. 2012; Shimizu et al. 1996).
También se ha reportado que en carcinoma de células escamosas existe una
disminucién de 3-catenina, mientras que en carcinomas adenoescamosas se pierde
totalmente la expresion de la proteina (Carico et al. 2009).

En un reporte se determind que E6 del VPH16 induce la metilacion del promotor de
E-cadherina y por consecuencia disminucion de los niveles de su RNAm (D'Costa
et al. 2012). Por otra parte, se ha propuesto también que las oncoproteinas virales
del VPH16 pudieran inducir un cambio en la expresion de E- cadherina y P-
cadherina en cancer cervical (Hu et al. 2015).

Recientemente nuestro grupo de trabajo reportd que las variantes mas frecuentes
en el estado de Guerrero son: AA-a, AA-c, E-G350, E-C176/G350 y E-C188/G350
(Ortiz et al, 2015). Por otra parte, se analizé el efecto de las variantes sobre la
expresion de genes en un modelo de células C33-A transfectadas establemente con
E6 de cada una de estas variantes. El analisis de expresién por microarreglos
demostré que 436 genes fueron desregulados por E6 del VPH16, de los cuales
alrededor de 278 aumentaron su expresion y 158 disminuyeron. Los genes
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afectados participan en procesos celulares relacionados con angiogénesis, ciclo
celular, apoptosis, diferenciacion, proliferacion, senalizacion y adhesion. Los
procesos con mas genes alterados fueron: sefializacion celular 20.3%, transcripcion
16.7% y genes de adhesion 14.6% Por lo tanto se encontro que las variantes de E6
del VPH16 alteran diferencialmente la expresiéon de genes de adhesion (Zacapala
et al., 2016). Hasta este momento, no existen reportes de los niveles de expresion
de los genes de adhesion (CALCR, CDH2, COL11A1, SRPX, CDH9, CDH18 CDHe6,
NID1, PCDH9 y AMOTL1) en cancer cervical y sus lesiones precursoras asociados
a la infeccién por VPH16. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar los
niveles de expresion del RNAm de los genes de adhesion previamente
mencionados y su posible asociacion con variantes del VPH16 y la expresidn de sus
oncoproteinas virales E6y E7.
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V. Materiales y Métodos

Recoleccion de muestras

Las biopsias analizadas fueron obtenidas de pacientes residentes del estado de
Guerrero y otorgadas por el Instituto Estatal de Cancerologia “Arturo Beltran Ortega”
de Acapulco, Guerrero. Las muestras se seleccionaron del biobanco del Laboratorio
de Biomedicina Molecular (LBM) de la FCQB de la UAGro. Todas las muestras se
conservaron en solucion All protec (QIAGEN No. Cat.76405) a -80°C hasta su
genotipificacion. La determinacion del genotipo vy la tipificacion de la variante se
realizo por el LBM. Se nos proporcionaron 12 muestras con el siguiente diagnostico
histolégico: Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LEIBG n=2), lesidn
intraepitelial escamosa de alto grado (LEIAG n=1), y cancer cervicouterino (CaCU
n=9). Cuatro biopsias de tejido normal no canceroso y sin infeccion por VPH o
lesiones precursoras fueron incluidas en el estudio, derivadas de histerectomias de
pacientes del Hospital Juarez de la ciudad de México, las cuales estaban

conservadas en solucion salina isotonica al 0.9% hasta su procesamiento.

Extraccion de RNA

La biopsia se incub6 en hielo con 1 mL de Trizol (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad CA 92008) durante 5 minutos y posteriormente fueron disgregadas con un
homogenizador de tejido (Tissue Tearor™ modelo 398, 120 V) por
aproximadamente 5 minutos. Después de homogenizar, se afiade cloroformo y se
obtiene la fase acuosa trasparente donde se encuentra el RNA. Posteriormente el
RNA se precipitd con isopropanol. Y finalmente se realizaron lavados con etanol al
75%. ElI RNA obtenido se digirié con 1 U/puL de DNasa (DNase |, RNase-free) para
eliminar el DNA que se encontrara contaminando la muestra. Para posteriormente

realizar la retrotranscripcion.

Retrotranscripcion y PCR en tiempo Real (RT-qPCR)

Los cDNAs fueron sintetizados a partir de 200 ng de RNA empleando un kit de
amplificacién (SuperScrip™IIl Reverse Transcriptase, Applied Biosystems). El

9
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protocolo consta de los siguientes pasos 1) union del oligo Dt (/nvitrogen) a la cola
de poli A del RNAm, 2) la polimerasa rTth cataliza la extensién incorporando los
nucleotidos, y, 3) Sintesis del cDNA e inactivacion de la enzima. El analisis de la
expresion del RNAm se realiz6 usando SYBER Green (Applied Biosystems),
utilizando los oligonucleotidos que de describen en el cuadro 1 y que fueron
disenados usando la herramienta IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES). Para
la deteccion de la florescencia se usé el Software 7500 V2.0.6 en el equipo para
PCR en tiempo real Applied Biosystems. Se utiliz6 como control endégeno el gen
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) para normalizar los datos. La
cuantificacion de la expresion relativa del RNAm se realizo por el método 244,

Cuadro 1. Oligonucleotidos empleados para la g-PCR

Gen Descripcion  Oligonucleotido Secuencia (5" > 3’) Tamano del No. Acceso
s producto pubmed
(pb)
AMOTL1  Angiomotina tipo 1 S TTGGAAGGCGAGATTAGAAGAC 97 NM_130847.2
AS CTTCGTATTCCCTGCTGGATAG
CDH2 Cadherina 2 S GACAGTTCCTGAGGGATCAAAG 104 NM_001792.4
AS CGATTCTGTACCTCAACATCCC
CDH6 Cadherina 6 S GGAAGCCTCCAATCCTTATGT NM_004932.3
AS TCTACATCCTCCACCACAATTC 93
CDH9 Cadherina 9 S CAGCACTGGTACACTCACTATC NM_016279.3
AS CAGAGTAGAATCGCAACGAGAG 129
NID1 Nidogeno 1 S TGAGGAAGACAGAAGCAAAGG NM_002508.2
AS CAGTGATGTCCGTCCAGTAAA 105
COL11A1 Colagena 11 tipo 1 S CTGGTCATCCTGGGAAAGAAG 114 NM_001854.3
AS CACCATCTGCTCCCTTTACTC
CALCR Receptor de S CATTGTCGTGGCTGTGTTTAC 105 NM_001164737.1
calcitonina AS GCCCTGGTAATAGCATGGATAG
SRPX S TCCAGAAGGAGACCACAAGA NM_006307.4
AS CCACAGCGTTTGACTCTTACT 99
CDH18 Cadherina 18 S TGAACGCCTGCCTGTAAAT 87
AS CTAAATCTCCTCCGCCTTGTC XM_005248228.2
PCDH9 Protocadherina 9 S AAGCTGTGACTCTTTCCATTCT 109 NM_203487.2
AS ATAGAGAGCAGCAGAGTTCCTA
GAPDH Gliceraldehido 3- S GACCCTTCATTGACCTCAAC 449 NM_001289745.1
fosfato AS GTGGCAGTGATGGCATGGAC
deshidrogenasa
E6 Oncogén E6 S ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATG 474 KM058601.1
(VPH16) AS ACGTCGCAGTAACTGCTTGCA
E7 Oncogén S ATGCATGGAGATACACCTACATTGC 297 KM058628.1
E7(VPH16) AS ACCAAAGACTCTTGTCTACCCCGT
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Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizo el programa estadistico STATA V12.0. Se
reportaron las medias y error estandar de tres experimentos independientes por
triplicado. Se utilizo la prueba de t-Student para comparar medias entre dos grupos
y la correlacion de Spearman para determinar la asociacion entre los niveles de E6
y la expresion de los genes. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo. Para
los graficos se utilizé el programa GraphPrisma 6.
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V.

Resultados

Se analizaron 12 biopsias positivas a la infeccion por VPH16 con previo analisis del

estado fisico del genoma viral. Una muestra fue positiva a la secuencia de referencia

del VPH16 (E-prototipo), cinco fueron positivas a la variante E-G350, cinco positivas

a la variante AA-c y una a la variante AA-a. También se analizaron cuatro muestras

de tejido normal no canceroso y negativas a la infeccion por VPH (dos con

diagndstico de leiomatosis uterina, dos de endo y exocervicitis y quiste de retencion

endocervical ademas de leiomiomatosis uterina) fueron incluidas en el estudio como

muestras control (Cuadro 2). El genoma viral del VPH16 se encontr6 integrado al

genoma de las pacientes en todas las muestras positivas a las variantes AAs,

mientras que las muestras positivas a las variantes europeas presentaron un estado

mixto (episomal e integrado).

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas de las biopsias analizadas

Genotipo Estado

Variante de

Diagnostico Histoldogico

Estadio clinico de

viral fisico del E6 acuerdo a FIGO
VPH
Negativo - Negativo Leiomatosis uterina -
(n=4)
16 Mixto E- LEIBG ---
PROTOTIPO
16 Mixto E-G350 Carcinoma epidermoide invasor queratinizante IIB
16 Mixto E-G350 LEIBG ---
16 Mixto E-G350 Carcinoma epidermoide invasor de células IIB
grandes queratinizantes
16 Mixto E-G350 Carcinoma -
16 Mixto E-G350 Carcinoma -
16 Integrado AA-a Carcinoma epidermoide moderadamente IIB
diferenciado invasor
16 Integrado AA-c Carcinoma epidermoide invasor queratinizante IB
16 Integrado AA-c Carcinoma epidermoide invasor bien IB
diferenciado queratinizante
16 Integrado AA-c Carcinoma epidermoide invasor de células 111B
grandes queratinizantes

16 Integrado AA-c LEIAG -—-
16 Integrado AA-c Carcinoma -

LEIBG: Lesion escamosa epitelial de bajo grado, LEIAG: lesion escamosa epitelial de alto grado.
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El VPH16 altera la expresidon de genes de adhesién en cancer cervical

El analisis de los genes de adhesion (AMOTL, CDH6, NID1y SRPX) por RT-gPCR
mostro alteracion en la expresion de los genes en las muestras positivas al VPH16
en comparacion con los niveles encontrados en tejido normal. No asi para el gen
PCDH9, que se encontré sobre-expresado en tejido normal (Figura 1).
Posteriormente se realizé el analisis de la expresion de los genes en relacion a las
variantes de VPH16, para determinar si estas podrian estar modulando
diferencialmente la expresion de los genes de adhesion.

Las variantes de E6 del VPH16 modulan de manera diferencial la expresion de

los genes de adhesion en cancer cervical

Se encontré que el gen con mayor expresion fué NID7 en la variante AA-c y AA-a
(1,200 y 120 veces mas, respectivamente) en comparacion con las muestras con la
E-P (Figura 2). En el caso de AMOTL1y CDH6 se encontré que incrementaron 24
y 13 veces mas respectivamente, en las muestras positivas a la variante E-G350,
asi como 16 y 10 veces mas en las muestras positivas a la variante AA-a. El gen
SRPX incremento su expresion 10 veces en las muestras positivas a la variante AA-
¢ en comparacion con las muestras de tejido normal negativas a infeccion por VPH.
Por el contrario, la expresion de PCDH9 no fue detectada en ninguna de las
muestras positivas al VPH16, pero si en las biopsias de tejido normal (Figura 2). La
expresion de CDH2y COL11A1 no pudo ser detectada en tejido normal.
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Figura 1. Expresion de los genes de adhesion en biopsias cervicales con infeccion
por VPH16. Analisis de la expresion de genes de adhesion por RT-gPCR a) AMOTL1, b)
CDH6, c) SRPX, d) NID1, e) CDH2 y f) PCDH9. Se muestran las medias y error estandar
de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba t-Student fue utilizada para
la comparacion de las medias. Cada punto azul representa la expresion relativa del gen
en una muestra independiente. (ND= No determinado)
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Figura 2. Expresion de genes de adhesion entre variantes del oncogén E6 del VPH16
y tejido normal. El analisis por RT-gPCR muestra los datos cuantitativos de la expresion
del RNAm de los genes AMOTL1, CDH6, CDH2, NID1, SRPX, CDH6 y PCDH9 en biopsias
cervicales positivas y negativas a variantes de VPH16. Se reportan las medias y error
estandar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba t-Studen fue utilizada
para la comparacion de las medias p<0.05 (*p<0.05, ** p<0.01).

Por otra parte, observamos que la expresién de NID1 tuvo mayor incremento en las
muestras positivas a las variantes AAs (AA-a y AA-c) en comparacion con las
muestras positivas a la E-Prototipo (Figura 3b y 3c). Mientras que el gen SRPX se
expresO mayoritariamente en las muestras positivas la variante AA-c, seguido de
las muestras positivas a la variante E-G350 (Figura 3c y 3a). Finalmente, CDHZ2 se
encontrd sobre expresado en una muestra con la variante E-G350, sin embargo, no

se encontro significancia estadistica (Figura 3a).
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Figura 3. Expresion de los genes de adhesion por las variantes del VPH16 en
comparacion E6 E-P. El analisis por RT-gPCR muestra cuantitativamente la
expresion de los genes AMOTL1, CDH6, NID1, SRPX'y CDHZ2 por las variantes a)
E-G350, b) AA-ay c) AA-c vs. E-P. Se muestran las medias y error estandar de tres
experimentos independientes. La prueba t-Studen fue utilizada para determinar la
significancia. (*: p<0.05, **: p<0.01).

Las variantes AAs del VPH16 expresan altos niveles del oncogén E6

El analisis de la expresion del oncogén E6 del VPH16 demostrd que su nivel varia
en las biopsias y que esta relacionado con la variante del VPH16 que contiene cada
muestra. Observamos que las variantes AA-a y AA-c expresan mas E6 que la
variante E-G350 (1,530 y 963 vs. 703 veces). Mientras que la E-P present6 los
niveles mas bajos de E6 (Figura 4). Por otro lado, el analisis de la expresion del
oncogén E7 mostré que las muestras positivas a las variantes E-G350 y AA-c

tuvieron un incremento de 20 y 30 veces con respecto a la E-P (Figura 4).

Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas entre la expresion del
oncogén E6 con el incremento de los genes AMOTL1 y NID1 por las variantes AA-
c y E-G350, respectivamente. Sin embargo, la expresion de CDH6 y SRPX no
mostraron asociacion significativa con los niveles de E6. Con respecto al oncogén
E7, no se encontré correlacion de su expresion con la expresion de los genes de

adhesion (datos no mostrados).
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Figura 4. Expresion relativa de los oncogenes E6 y E7 en las variantes de
VPH16. Por RT-qgPCR se determiné la expresion del RNAm de E6 y E7 de las
variantes E-G350, AA-a y AA-c vs E-P. Se muestran las medias y error estandar
de tres experimentos independientes por triplicado. La significancia se determiné
con la prueba t-Studen (*p<0.05, **p<0.01).
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Figura 5. Correlacion entre los niveles del oncogén E6 y la expresion de los genes
de adhesion. a) niveles de AMOTL1 por E6 la variante AA-c, y b) niveles de NID1 por
la variante E-G350. Puntos (.) muestras; la pendiente, correlacion lineal estimada
basada en la r de Spearman.
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Las variantes de E6 del VPH16 modulan la expresion de genes de adhesion In

vitro e In vivo

Previamente, nuestro grupo de trabajo encontré que las variantes de E6 del VPH16
modulan la expresion de genes de adhesion en células C33-A (modelo in vitro). Con
la finalidad de determinar el comportamiento de la expresién de los genes
estudiados en tejidos de pacientes (in vivo), analizamos la expresion de los genes
alterados (reportados previamente) en un grupo de muestras de pacientes (cancer
y lesiones premalignas) con infeccion por VPH16 y en tejido normal negativo a
VPH16.

En el cuadro 4 se muestran los genes analizados por RT-gPCR tanto in vitro (C33-
A) como in vivo (en muestras clinicas). CDH2 y SRPX fueron los unicos genes que
muestran concordancia en sus niveles de expresion tanto in vitro como in vivo
(cuadro 4). Cabe mencionar que encontramos un incremento en los niveles de
expresion de los genes AMOTL1, CDH6 y SRPX en muestras de tejido normal al
compararlos con muestras de cancer positivas al VPH16 (Figura 1, 2 y 3). Por otra
parte, no pudimos detectar la expresion de los genes CDH18, CDH9, COL11A1 y
CALCR.
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Cuadro 4. Comparacion de la expresion relativa de genes alterados por las variantes de VPH16
en células C33-A y en muestras clinicas (cancer cervical, lesiones precursoras y tejido

normal).
C33-A* Muestras clinicas**
Gen / variante Tejido
AA-a AA-¢ E-G350 |normal AA-a AA-¢c  E-G350
AMOTLI -- 2.722 -- 1.8 13.17 4.55 15.94
CDH?2 -- -- 2.35¢2 -- -- -- 3.52
CDH6 -- 2.962 / 2.81 10.329 4.92 7.098
CDH9 5972 -- -- -- -- -- --
COL11A1 19.86% -- -- -- -- -- --
NIDI -- -- 12.622 3.48 78.4 618.73 7.825
CALCR -- 120.88% -- -- -- -- --
SRPX -- 3.37* -- 2.66 -- 11.917 3.61
CDH18 -- -2.01% -- -- -- -- --
PCDHY9 -- -- 2.45% 3.74 -- -- --

3= genes determinados por microarreglo y validados por RT-qPCR, *= genes in vitro,
determinados por microarreglo no validados por RT-qPCR (Zacapala-Gomez 2016), ** Cancer
y Lesiones intraepiteliales, genes determinados por RT-qPCR, --: negativo a la expresion por

RT-qPCR.
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VI. Discusion

Las evidencias experimentales sugieren que las variantes del VPH16 contribuyen
diferencialmente al desarrollo de cancer cervical (Niccoli et al. 2012). Previamente
nuestro grupo de trabajo reporté que las variantes de E6 del VPH16 modifican la
expresion de genes que participan en la adhesion celular (Zacapala-Gomez et al.
2016).

En este trabajo, analizamos la expresion de diez genes de adhesion (cuadro 4) en
biopsias de cancer cervical y lesiones precursoras positivas a las variantes AA-a,
AA-cy E-G350 del VPH16, asi como en tejido normal. Nuestros resultados muestran
que los genes NID1, AMOTL1, SRPX, CDH6 y CDHZ2 estan incrementados en las
muestras positivas al VPH16 comparadas con tejido normal, mostrando diferencias
en su nivel de expresion entre las muestras positivas a diferentes variantes del
VPH16.

Nuestros resultados indican que las muestras positivas a las variantes AAs tuvieron
la mayor expresion del gen N/ID1. La familia de los nidogenos también denominados
entactinas, son una serie de glicoproteinas monoméricas sulfatadas presentes en
la membrana basal de los epitelios (Breitkreutz et al. 2004). NID1 codifica para la
proteina Nidogen1 que interacciona con colageno IV, perlecano y laminina para
mantener la estabilizacion células epiteliales (Vasudevan et al. 2010).

La expresion de NID1 en cancer es controversial, mientras que en cancer de colon
se ha reportado metilacion de su promotor y una baja expresion del gen (Ulazzi et
al. 2007). En cancer endometrial la sobre-expresién de NID1 participa activamente
en la progresion e invasion de células cancerosas (Pedrola et al. 2015). Por otra
parte, en cancer de ovario la sobre-expresion de esta proteina promueve la
transicion epitelio mesenquimal (TEM), invasividad, asi como resistencia al
tratamiento a cisplatino. Ademas, la alta expresion de esta proteina se relaciona con
menor sobrevida de las pacientes (Zhou et al. 2017) . En CaCU no se sabe el papel
que juega NID1, sin embargo, encontramos su sobre-expresion tanto en cancer
como en lesiones precursoras (Figura 2). Las muestras de CaCU positivas a
variantes altamente agresivas como las AAs tuvieron mayores niveles de NID, lo

que podria indicar que estas variantes favorecen la expresion de NID1 y de esta
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forma contribuir a la agresividad del tumor. Sin embargo, se necesitan mas estudios

para corroborar esta hipétesis.

El gen AMOTL1 pertenece a la familia de las motinas o angiomotinas, consiste en
un grupo de proteinas que contienen un dominio PDZ de union a proteinas. Estas
moléculas juegan un papel importante en la formacién del tubo neural, migracion de
células endoteliales, regulacion de las uniones estrechas, polaridad y en las células
epiteliales y participan en la transicion epitelio mesenquimal (Ernkvist et al. 2012;
Wells et al. 2006). En cancer de mama la expresion de AMOLT1 favorece la
migracion y la proliferacion celular mediante la activacion de la cinasa Src (Couderc
et al. 2016). Asi mismo, se ha descrito que AMOTL1 es un regulador negativo del
coactivador transcripcional YAP (Wang et al. 2011; Chan et al. 2011). En cancer de
mama YAP esta sobre expresado y los niveles de su proteina correlacionan con los
niveles del RNAm de AMOLT1 (Couderc et al. 2016). En cancer cervical los niveles
de YAP también se encuentran incrementados, y la oncoproteina E6 del VPH16
estabiliza sus niveles e induce su translocacion al nucleo. YAP en el nucleo se
puede unir a factores que activan la trascripcion de genes relacionados a
proliferacion y supervivencia. (He et al. 2015). Nosotros sugerimos que este podria
ser el mecanismo por las cual las variantes del VPH16 regulan la expresion de
AMOLT1, por lo tanto, si el nivel del RNAm correlaciona con el de su proteina podria
estar relacionado con procesos de metastasis en CaCU. Seria interesante medir los
niveles de proteina de YAP para corroborar nuestra hipétesis.

Previamente, nuestro grupo de trabajo reporto que el gen SRPX se encuentra
alterado en células que expresan la oncoproteina E6 de la variante AA-c en
comparacion con la E-P. En este trabajo nosotros encontramos que en biopsias de
cancer cervical que contienen la variante AA-c también esta sobre-expresado en
comparacién con las biopsias que contienen otra variante del VPH16. Estos
resultados validan nuestros descubrimientos en el modelo in vitro (Figura 1). En
cancer cervicouterino se desconoce totalmente el papel de este gen, ya que este es
el primer reporte donde se encuentra alterado por efecto de la oncoproteina E6 del
VPH16.
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La expresidon de CDH6 fue homogénea en las muestras con la variante AA-c,
(incrementd 7 veces en relacion a la E-P). Mientras que para CDHZ2 no se encontr6
diferencia significativa en su expresion. En queratinocitos se sabe que la expresion
de E6/E7 del VPH16 inducen cambios en la expresion de cadherinas, por ejemplo,
la expresion de E-cadherina disminuye mientras que P-cadherina incrementa a
medida que una lesion premaligna progresa a carcinoma, lo que favorece a la
invasion celular (Hu et al., 2015). En nuestro grupo de trabajo se encontro
sobreexpresion de N-cadherina por ensayos de microscopia confocal de
fluorescencia y estos niveles correlacionan con los niveles de su mensajero
correspondiente (Arcos Almazan & Estela- Ramirez-tesis de licenciatura). Sin
embargo, en este trabajo se detecto baja expresion del mMRNA en algunas muestras
positivas a las variantes E-G-350 y AAs (Figura 2) si esto se traduce a proteina
podria ser suficiente para interferir con las uniones celulares e inducir la migracion

de células tumorales de CaCU.

En este trabajo no pudimos detectar la expresion de COL11A1, CDH18, PCDH9,
CALCR y CDH9 en las biopsias de CaCU y lesiones precursoras. Sin embargo, en
biopsia de tejido normal, la expresién de PCDH9 fue detectada en muy baja
expresion (Figura 2). PCDH9 pertenece al miembro de las protocadherinas y familia
de las cadherinas, su funcion es regular las interacciones celulares. En células
gliales se ha reportado que PCDH9 cumple la funcién de supresor de tumor (Wang
et al. 2012).

Se ha reportado que el potencial carcinogénico de los VPH-AR se debe en gran
parte a su integracion al genoma celular, dando como resultado la sobre-expresion
constitutiva de las oncoproteinas E6 y E7. Por esta razén analizamos la expresion
de los genes E6 y E7 en las muestras positivas al VPH16. Interesantemente
encontramos mayor expresion tanto de E6 como de E7 en las biopsias positivas a
las variantes asiatico americanas (AA-a y AA-c) en comparacion con las europeas.

Estos resultados concuerdan con un reporte previo, en el que transfectaron las
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secuencias de las variantes AA-a, AA-c y europeas en células HelLa y SiHa para
evaluar la actividad de E2 sobre la expresion de los oncogenes. Encontraron mas
transcritos E6/E7 en las muestras positivas a las variantes AA comparadas con las
muestras europeas. Ellos sugieren que las diferencias en la regulacion de la
transcripcion de oncogenes virales podria involucrar al gen E2 de las variantes AA
(Ordoniez et al. 2004). En nuestro estudio todas las muestras AA tienen el genoma
del VPH integrado, en contraste con las europeas que presentan la version mixta lo

cual podria explicar los altos niveles de E6y E7 en las AA.

En este estudio encontramos que las variantes AAs muestran mayor nivel de
transcritos de E6 y E7, y que los genes NID1 y AMOTL1 incrementaron
significativamente en las muestras con estas variantes. Nuestros datos sugieren que
los niveles de E6 de la variante E-G350 se relacionan con el incremento de niveles
de NID1. En contraste, los niveles de E6 de la variante AA-c se relacionan con la
expresion del gen AMOTL1 (Figura 5). Mientras que no fue posible realizar el

analisis con la variante AA-a dado el nimero de muestras.

Finalmente, al comparar nuestros resultados con los genes reportados en el modelo
in vitro (Cuadro 4) encontramos que la expresion de CDHZ2 y SRPX concuerda con
nuestro modelo de estudio. Lo que parece indicar que, a pesar de la heterogeneidad
de las muestras analizadas, la expresion de los genes in vitro es reproducible en un
tejido con infeccion por VPH16. En tanto que los genes AMOLT1, CDH6 'y NID1 no
fueron especificas de cada variante.

En conjunto, nuestros resultados indican que las muestras que tienen las variantes
AAs tienen mayores niveles de E6 y E7 y que posiblemente al sobre-expresar los
genes NID1, AMOTL1y SRPX, les confiera mayor ventaja en inducir perdida de la

adhesion celular y migracion en cancer cervicouterino.
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VIl. Conclusiones

En las muestras de cancer cervical y lesiones precursoras positivas al VPH16
unicamente se encontrd disminucion de PCDH9, y sobre-expresion de los
genes de adhesion NID1, AMOTL1, CDH6, SRPX y CDH2 en comparacion
con tejido normal.

En las muestras que contienen las variantes AAs se encontr6 mayormente
incrementado NID1, e interesantemente el gen SRPX fue especifico para
esta variante.

Las variantes AAs del VPH16 expresaron niveles altos de los oncogenes E6
y E7 en comparacion con variantes europeas, lo que podria conferirles mayor
potencial oncogénico que al resto de las variantes.

La expresion de los genes NID1 y AMOTL1 estan relacionadas con los
niveles E6 de las variantes AA-c y E-G350 del VPH16. Mientras que no se
encontrd relacion entre los niveles de E7 y la expresion de los genes de
adhesion analizados.
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VIll. Perspectivas

e Analizar la expresion de los genes de adhesidn en un mayor numero de
muestras positivas a las variantes AA-a del VPH16 y analizar si existe
asociacion con los niveles de E6 y E7.

e Determinar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 en las muestras
positivas a las diferentes variantes del VPH16 y correlacionarlos con los
niveles de sus RNA mensajeros correspondientes.

e Seria importante analizar el papel funcional de los genes AMOTL1, NID1 y
SRPX en células de cancer cervical.

e Analizar la relacion de la expresion de AMOTL1y YAP en muestras positivas

a las variantes del VPH16.
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Figura 6. Niveles del RNAm de los genes en muestras individuales con las variantes de
la oncoproteina E6 del VPH16. Expresion relativa del de los genes a) NID1, b) AMOTLI,
¢) CDH6, d) SRPX y e) CDH?2 en cada una de las muestras analizadas. En biopsias de tejido
normal (n=4)(ml-gris), E-Prototipo (m2-negro), E-G350 (m3-7, verde), AA-a (m8-Rojo),
AA-c (m9-m13, amarillo). El guion (-) indica que no se detect6 el gen por RT-qPCR.
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