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l. RESUMEN.

INTRODUCCION: Los Virus de Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR), como
el VPH16, se han asociado al desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU). Diversos
estudios sugieren que variaciones especificas en la secuencia de sus oncogenes
como E7 del VPH 16 pueden estar asociadas con la progresion de CaCU. Ademas,
alteraciones en la expresion de las isoformas de Oct4 (Oct4A, Oct4B y Oct4B1), un
factor de transcripcion involucrado en el mantenimiento de las propiedades de
pluripotencia y auto-renovacion de las células madre, podrian favorecer el desarrollo
de CaCU. Hasta el momento no se ha reportado el nivel de expresion de Oct4A,
Oct4B y Oct4B1 en presencia de E7 o de alguna de sus variantes Por lo tanto el
objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de E7 de referencia y la variante
génica E7-C732/C789/G795 del VPH16 sobre la expresiéon del RNA mensajero
(MRNA) de Oct4A, Oct4B y Oct4B1. METODOLOGIA: Se utilizaron transfecciones
transitorias con el vector PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7-de referencia y PEGFP-N1-
E7-C732/C789/G795 en la linea celular C-33 A. Posteriormente se realiz6 el analisis
para comparar la expresion de Oct4A, Oct4B y OctdBl en cuatro grupos
experimentales (Células no transfectadas, células transfectadas con PEGFP-NL1,
células transfectadas con PEGFP-N1-E7-de referencia y células transfectadas con
PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795). RESULTADOS: Se mostro que la expresion del
MRNA de Oct4A incrementa en presencia de E7 de referencia y de la variante E7-
C732/C789/G795, mientras que la expresiéon del mRNA de las isoformas Oct4B y
Oct4B1 muestra un nivel similar entre los diferentes grupos experimentales, no
observando efecto alguno por parte de E7 o de su variante. CONCLUSIONES: La
proteina E7 de referencia y la variante E7-C732/C789/G795 inducen la expresion
del mMRNA de Oct4A. Sin embargo, el nivel de expresion del mMRNA de las isoformas
de Oct4 no muestra diferencias en presencia de E7 de referencia con respecto a la
variante E7-C732/C789/G795

Palabras clave: Cancer cervicouterino, VPH-16, Variante E7, Oct4, Isoformas.



. ABSTRACT.

INTRODUCTION: High-risk Human Papillomavirus (HPV-AR), such as HPV16, has
been associated with the development of cervical cancer (CaCU). Several studies
suggest that specific variations in the sequence of its oncogenes such as HPV E7
16 may be associated with the progression of CaCU. In addition, alterations in the
expression of the isoforms of Oct4 (Oct4A, Oct4B and Oct4B1), a transcription factor
involved in the maintenance of the properties of pluripotency and self-renewal of the
stem cells, could favor the development of CaCU. So far, the expression level of
Oct4A, Oct4B and Oct4B1 has not been reported in the presence of E7 or any of its
variants. Therefore, the objective of the present study was to analyze the effect of
reference E7 and the gene variant E7-C732/C789/G795 of HPV16 on the expression
of messenger RNA (mRNA) of Oct4A, Oct4B and Oct4Bl1. METHODOLOGY:
Transient transfections were used with the PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7-reference
and PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795 vector in the C-33A cell line. Subsequently,
the analysis was performed to compare the Expression of Oct4A, Oct4B and Oct4B1
in four experimental groups (Non-transfected cells, cells transfected with PEGFP-
N1, cells transfected with PEGFP-N1-E7-reference and cells transfected with
PEGFP-N1-E7-C732 / C789 / G795). RESULTS: It was shown that the expression
of the Oct4A mRNA increases in the presence of reference E7 and the variant E7-
C732/C789/G795, while the expression of the mRNA of the Oct4B and Oct4B1
isoforms shows a similar level between the different groups experimental, not
observing any effect by E7 or its variant. CONCLUSIONS: The reference E7 protein
and the E7-C732/C789/G795 variant induce the expression of the Oct4A mRNA.
However, the mRNA expression level of the Oct4 isoforms does not show
differences in the presence of reference E7 with respect to the E7-C732/C789/G795

variant

Keywords: Cervical cancer, HPV-16, Variant E7, Oct4, Isoforms



[I. INTRODUCCION.

A nivel mundial el cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud publica,
que ocupa el cuarto lugar en incidencia y mortalidad (GLOBOCAN, 2018). El CaCU
es una enfermedad multifactorial, dentro de los factores que influyen en el desarrollo
de esta neoplasia, se encuentran el uso por mas de cinco afios de anticonceptivos
orales, la multiparidad, el estatus socioeconémico, el embarazo y la actividad sexual
a edad temprana (WHO, 2014), asi como la obesidad (American Cancer Society,
2014). Sin embargo, el factor necesario es una infeccion persistente por el Virus de
Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR), principalmente VPH 16 y 18 (Lin et al.,
2014).

El genoma del VPH 16 esta constituido por tres regiones: la regiéon E o region
temprana (codifica para las proteinas tempranas E1-E7, las cuales modulan los
procesos de transformacion celular, replicacion y transcripcién viral); la region L o
region tardia (codifica proteinas estructurales de la capside) y una region LCR
(contiene el origen de replicacion, una region promotora y una secuencia que
controlan la trascripcion de los genes virales) (Arroyo, 2010; Bernard, 2013). De
acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés), el VPH16 presenta suficiente evidencia en el desarrollo de
carcinogénesis (Arbyn et al., 2014). Su potencial oncogénico esta principalmente
relacionado con las funciones de las oncoproteinas E6 y E7 (Wise-Draper et al.,
2008).

La proteina viral E7 presenta aproximadamente 100 residuos de aminoécidos y esta
dividida en tres dominios: CR1, ubicado en el extremo amino terminal; el dominio
CR2, ubicado entre los amino acidos 16 y 37, que a su vez contiene un motivo
LXCXE y un sitio consenso de fosforilacion para la caseina quinasa Il (Barbosa et
al., 1990); y por ultimo, el dominio CR3 de union a zinc que consiste de dos motivos
CXXC separados por 29-30 residuos de aminoacidos, ubicado en el extremo C-
terminal. (Barbosa et al., 1989). La proteina E7 promueve la proliferacion celular e
inactiva el punto de control de la fase G1-S del ciclo celular (Roman et al., 2013)

mediante la unidon e inactivacion del supresor tumoral retinoblastoma (RB1),



conllevando a la disociacién de los complejos RB1-E2F, promoviendo un entorno
celular propicio para la replicacion del DNA viral en células diferenciadas (White et
al., 2012).

Con respecto a su clasificacion, el Comité de Nomenclatura del virus del papiloma,
define un nuevo tipo de VPH como una variacién en la secuencia de nucleoétidos de
mas del 10% en el marco de lectura abierto de L1 comparado con un tipo ya
conocido. Los genotipos que difieren de 2 a 10% en su secuencia se consideran
subtipos, mientras que las variantes intratipo varian en un 2% en la regiéon L1 (Pande
et al. 2008). Se ha definido como linaje a la diferencia de aproximadamente un 1,0%
entre los genomas completos de un mismo tipo de VPH, y sublinajes con diferencias
de 0,5a0,9 % (Burk et al. 2011; Chen et al. 1994; Chen et al. 2011)

El genoma de referencia de VPH 16 fue secuenciado en 1985, y muchas variantes
se han encontrado desde entonces (Seedorf et al 1985). La distribucidn y variacion
de los tipos de VPH muestran un cierto grado de diferencias étnicas y geograficas
(Li et al., 2011; De Sanjose et al., 2010). La variabilidad entre genomas de los VPH-
AR podria afectar el potencial carcinogénico y la activacion de la respuesta inmune
del huésped a través de mutaciones puntuales en sus genomas, e incluso pequefias

variaciones (Chen et al., 2011).

Se ha observado que mutaciones en el gen E7 pueden presentar un impacto notable
en la eficiencia de la infeccion, la antigenicidad viral y la inmunogenicidad (Tabla 1)
(Zuna et al., 2011).

Se ha mostrado que la variante N29S de E7 es la méas prevalente en CaCU (Yang
L et al.,, 2014), y que este cambio de aminoacido N29S aumenta los niveles de
fosforilacion por CKII creando un sitio fosfoaceptor adicional en S29, lo cual confiere
una mayor interaccion fosfo-dependiente con la Proteina de Union a la caja TATA
(TBP) y pRb, ademés de que incrementa su capacidad para degradar pRb y p130
(Zine et al., 2017).
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Tabla 1. Posiciones de las variantes en E7
de VPH 16

Amino
dcido
Nt 647 | 732 | 789 | 795 | 846 864
Prototipo A T T
NA1
AA - C
AAf1 -
Af2 G -
As G
E-C109G - - - - - -
E-G131G - - - - - A
E-G350 - - - - - -
Ep - - - - - -
Ep-a - - - - - -
Ep-b - - - - - -
Ep-c - - - - - -

—
—
(@]

1
0O 00

En la primera fila las letras mayusculas corresponden a los cambios de amino acidos, en la segunda
fila los nimeros indican la posicién del cambio en los nuclettidos y en la tercera fila las letras
mayuUsculas indican el nucleétido de referencia de la secuencia de VPH 16 prototipo, en las
siguientes filas se muestran los cambios de nucleétidos indicados por letras mayUsculas y — cuando
no existe cambio (Modificada de Swan et al., 2005).NA (Norte Americana), AA (Asiatico Americana),
AAf (Asiatico Africana), Af (Africana), As (Asiatica), E (Europea).

Nuestro grupo de trabajo ha encontrado que mujeres del estado de Guerrero
presentan diversas variantes de E7 del VPH 16, entre ellas, la variante E7-
C732/C789/G795 que no presenta cambio de aminoacidos. Sin embargo, fue la
variante mas frecuente en muestras correspondientes a Lesiones Intraepiteliales de
Alto Grado (LEIAG) y CaCU; ademas, la presencia de esta variante confiere a las
pacientes 3.79 veces mas riesgo de desarrollar CaCU (Navor, 2018). Por otra parte,
en lineas celulares de CaCU como C-33 A (Wang et al., 2013) y SiHa (Li et al., 2015)

se ha observado sobreexpresiéon de Oct4.

El factor de transcripcion de union a octamero 4 (Oct4), también conocido como
POUSF1, es un factor de transcripcion nuclear de la familia POU que se une al
motivo octamérico 5'-ATTTGCAT-3". Oct4 forma un complejo trimérico con Sox2 en
el DNA y controla la expresion de varios genes implicados en el desarrollo
embrionario (Takahashi et al.,, 2007). Este factor es indispensable para el

mantenimiento de la totipotencia celular, participa en la regulacién del crecimiento
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embrionario, de tejidos, y en la auto renovacién de células madre embrionarias o
células germinales primordiales, mientras que su nivel de expresion disminuye en

tejidos diferenciados o maduros (Matoba et al., 2006).

El gen Oct4, ubicado en el cromosoma 6, se constituye por cinco exones y es
editado mediante empalme alternativo en tres isoformas principales: Oct4A, Oct4B
(Takeda et al., 1992) y Oct4B1 (Atlasi et al., 2008), generando cuatro proteinas:
Oct4A, Oct4B-190, Oct4B- 265 y Oct4B-164. Oct4A y Oct4B/B1 las cuéales estan
funcional y estructuralmente divididas en un dominio de activacion transcripcional
N-terminal, un dominio POU central y un dominio de transactivacion especifico de
tipo de célula en el extremo C-terminal (Wang et al., 2010).

En muestras de CaCU se ha observado que la proteina Oct4 es expresada
principalmente en nucleos de células (Zhou et al., 2017). Sin embargo, se sabe que
la ubicacion intracelular varia de acuerdo a las isoformas, ya que Oct4A se localiza
en el nucleo, mientras que Oct4B se encuentra en el citoplasma (Lee et al., 2006).
Oct4A se ha considerado como responsable de la auto renovacion de células
similares a células madre cancerosas (CCSC) (Cauffman et al., 2005a; 2006b).
Ademas, la sobreexpresion de Oct4B en la linea celular SiHa favorece diversos
procesos asociados al desarrollo de cancer como proliferacion celular,
tumorigénesis mediante la inhibicién de la apoptosis, angiogénesis mediante la
regulacién positiva de CD34, VEGF, HIF-1a e IL-6, y es capaz de promover la
movilidad de las células tumorales mediante la regulacion positiva de
metaloproteinasa de matriz 2 Y 9 (MMP2 y MMP9), y la induccion de la transicion
epitelio mesenquima (EMT por sus siglas en inglés). Esto sugiere que ambas

isoformas cooperan para favorecer la progresion de CaCU (Li et al., 2015).

Con el fin de explorar si Oct4 podria usarse para predecir la radio resistencia, Shen
et al., evaluaron la expresion de Oct4 y Sox2 mediante inmunohistoquimica en dos
grupos de pacientes con carcinoma cervical de células escamosas localmente
avanzado (LACSCC); un grupo resistente y otro grupo sensible a la radiacion,
observando una mayor sobreexpresion de Oct4 en el grupo resistente a la radiacion

en comparacion con el grupo sensible, sugiriendo que el incremento de la expresion
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de Oct4 se asocia con la resistencia a la radioterapia; ademas de ser un factor
predictor importante de mala supervivencia en pacientes con LACSCC (Shen et al.,
2014).

Asi mismo, en un estudio realizado recientemente por el equipo de trabajo, donde
se midio el efecto de la oncoproteina E7 de VPH16 sobre la expresion de Oct4,
Nanog, Sox2 y Fgf4, se observé que la oncoproteina E7 regula positivamente su
expresion tanto in vivo como in vitro, por lo que se propone que la oncoproteina E7
del VPH16 podria ser un factor critico para la auto renovacion celular mediante la
sobreexpresion de estos factores (Organista et al., 2016). Sin embargo, no existen
reportes acerca del papel que tienen las variantes génicas de E7 de VPH16 sobre

la regulacion de la expresion de las isoformas Oct4A, Oct4B y Oct4B1.

La finalidad de este estudio fue analizar el efecto de E7 de referencia y la variante
E7-C732/C789/G795 del VPH 16, sobre el nivel de expresiéon del mRNA de las
isoformas de Oct4, con el proposito de aportar datos que permitan saber si la
presencia de esta variante afecta de manera diferente con respecto a E7 de
referencia el nivel de expresion del mMRNA de las diferentes isoformas de Oct4, a las
cuales se les ha atribuido participacion en la regulaciéon de diversos procesos claves
para el desarrollo de cancer tales como; apoptosis, angiogénesis, metastasis y

radioresistencia (Li et al., 2015).

Al conocer el efecto de la variante E7-C732/C789/G795 del VPH 16 sobre el nivel
de expresion del mRNA de las isoformas de Oct4, se generaran datos que nos
ayuden a entender la relacion entre las variantes de E7 y la expresion de Oct4A,

Oct4B y Oct4B1 como factores que favorecen el desarrollo del CaCU.

13



V. MATERIALES Y METODOS.

Cultivo de la linea celular C-33 A

La linea celular C-33 A fue cultivada en medio DMEM [Medio Eagle Modificado de
Dulbecco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA], suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (Gibco, Life Technologies, USA) y 1X de una mezcla de antibioticos-
antimicéticos (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e incubada a 37°C en un ambiente
humedo con 5% de COa.

Transfeccién de variantes génicas E7

Las células C-33 A fueron transfectadas transitoriamente con PEGFP-N1, PEGFP-
N1-E7-G732/C789/C795 y, PEGFP-N1-E7 de referencia, las construcciones
utilizadas fueron generadas previamente por Zufiga (Zufiga, 2019). Para llevar a
cabo las transfecciones fueron usados 4 ug de DNA plasmidico del vector PEGFP-
N1, PEGFP-N1-E7 de referencia 6 PEGFP-N1-E7-G732/C789/C795, medio Eagle
Modificado de Dulbecco y Lipofectamina 2000 transfection reagent, siguiendo las

indicaciones del fabricante (Invitrogen).
Evaluaciéon de la eficiencia de transfeccién

Citometria de flujo. Se utilizaron células C-33 A transfectadas con el vector
PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7 de referencia y PEGFP-N1-E7-G732/C789/C795 en
placas de 6 pozos, utilizando el protocolo de lipofectamina 2000. Las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 4% para su analisis en el clitometro. Para el analisis
de las células se utilizé un citometro FACSCalibur (BD Bioscience) y los resultados

del citdmetro fueron evaluados utilizando el programa Flowing Software.
Expresion del RNA mensajero (MRNA) de E7-prototipo y E7-C732/C789/G795

Extraccion de RNA. Se realizé extraccion de RNA total mediante el método de
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Anexo 1). La integridad del RNA total fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%, y su concentracion fue determinada por

medio de espectrofotometria, midiendo la relacion de absorbancia a 260/280 nm.
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Retrotranscriptasa (RT). Para la cuantificacion de mRNA especifico, a partir del
RNA total (1 pg) se sintetizé cDNA usando una mezcla que incluye 0.5ul de oligo
dT, 0.25ul de inhibidor de RNasa, 4ul de dNTPs, 4ul de Buffrer5x, 1ul de RT y H20
DEPC, en un volumen final de 20ul. La mezcla se incub6 en las siguientes
condiciones: 65°C por 5 min, 37°C por 60 min'y 70°C por 10 min.

PCR para GAPDH y E7. A partir del cDNA se realiz6 la amplificacion de GAPDH
por PCR punto final, utilizando los iniciadores enlistados en la Tabla 2, que generan
un amplicon de 450 pb. Para la mezcla de PCR se utilizaron 500 ng de cDNA que
se adicionaron a la mezcla de reaccién en un volumen final de 20 ul, conteniendo:
1 ul de cada iniciador (10 pmol/ul), 10ul de Master Mix 2X de alta fidelidad (NEBNext
®), y H20 desionizada estéril. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes; a) GAPDH: 1 ciclo a 94°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 1 min, 57°C
por 1 min, 72°C por 1 min; y un ciclo a 72°C por 5 min, mientras que para E7 fue
realizado en 1 ciclo a 94°C por 3 min, 35 ciclos a 94°C por 30s, 60°C por 1min, 72°C

por 1min; y un ciclo a 72°C por 10 min.
Analisis de la expresion de Oct4A, Oct4B y OCTB1

gPCR para Oct4A, Oct4B y Oct4B1. La PCR en tiempo real se realizé utilizando
el termociclador Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Foster City, CA, USA) y TagMan Universal PCR Master Mix Il (Applied Biosystems)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utilizaron oligonucle6tidos
especificos para cada isoforma de Oct4 (Oct4A, Oct4B y Oct4B1) (Tabla 2). Las
condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por
15 s y 60°C por 1 min.La reaccion de PCR de los miembros de la familia Oct4 fue
realizada en 15 pl de volumen final, la cual consistio de 7.5 pl de 2X TagMan
Universal PCR Master Mix I, 1 ul de cada oligonucleétido (0.5 uM), 0.5 ul de sonda
TagMan y 200 ng de cDNA. Todas las reacciones fueron realizadas por triplicado y
la expresion relativa de los mMRNAs de las isoformas de Oct4 fue normalizada a la
expresion de GAPDH.
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos y sondas para GAPDH, E7 y cada una de las isoformas

de Oct4.

Isoformas Oligonucleétido sentido (5’ a 3) Oligonucledtido antisentido (5’ a 3’) Sonda Tamafo
(pb)

OCT4A CGCAAGCCCTCATTTCAC CATCACCTCCACCACCTG CTTCGGATTTCGCCTTCTCGCCC 111

OCT4B CAGGGAATGGGTGAATGAC AGGCAGAAGACTTGTAAGAAC AGTTAGGTGGGCAGCTTGGAAGGCA 177

OCT4B1 GGGTTCTATTTGGTGGGTTCC  TCCCTCTCCCTACTCCTCTTCA ATTCTGACCGCATCTCCCCTCTAAG 128

GAPDH GTGAACCATGAGAAGTATGAC CATGAGTCCTTCCACGATACC CCTCAAGATCATCAGCAATGCCTCCTG 123

AAC
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCCTGTTGCTGTA 450
E7 CCCAGCTGTAATCATGCATG TGCCCATTAACAGGTCTTCC 269

(Oct4A, Oct4B y OctdBl y E7) (Asadi et al., 2011: Jeter et al., 2011)

La expresiéon de los mRNAs fue determinada con el ciclo umbral (Ct) y los niveles
relativos de expresion fueron calculados utilizando el método 2722€t (Nolan et al.,
2006).

Consideraciones éticas y de bioseguridad.

Todos los materiales utilizados en la parte experimental fueron considerados como
residuos peligrosos bioldgicos-infecciosos, el manejo y la eliminacién de éstos se
realizd de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002.

Analisis de datos.

El software SigmaPIlot fue utilizado para calcular la expresion relativa de los mRNA
de Oct4A, Oct4B, OctBl. Los datos obtenidos se analizaron en el software
GraphPad, la prueba de U de Mann-Whitney fue utilizada para comparar las
medianas de los niveles de expresion de los mMRNAs de Oct4A, Oct4B y Oct4B1
entre los grupos (células C-33 A transfectadas con el vector PEGFP-N1, PEGFP-
N1-E7 de referencia y PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795) los resultados se
presentan como medianas, percentil 25 y 75. El valor de p<0.05 fue considerado

como estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS

Validacion del modelo de estudio.

Para expresar E7-prototipo y la variante E7-C732/C789/G795, se realizaron
transfecciones con el vector PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7 de referenciay PEGFP-N1-
E7-C732/C789/G795 en cultivos de células epiteliales C-33 A derivadas de CaCU
previamente establecidos por ATCC (Fig. 1a). La eficiencia de transfeccion fue
evaluada en cada uno de los grupos experimentales mediante ensayos de
citometria de flujo detectando la proteina verde fluorescente acoplada al vector
PEGFP-N1 (Fig.1b). Con la obtencion de las transfecciones de los tres grupos de
estudio se procedio a realizar extraccion de RNA total usando el método de TRIzol
(Figura 1c y Anexol), comprobando su integridad mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%.

C-33A

a) CTRL - PEGFP-N1 E7 DE REFERENCIA  E7-C732/C789/G795

a) PRE-
TRANSFECCION |

b) POST- _
TRANSFECCION

n_001_C33A pEFGP-N1 -3 fes N C;\
PEGFP-N1 ; c) )
44.31% W

b) CTRL

SSC-A

PEGFP-N1
E7-C732/C789/G795
42.19%

PEGFP-N1-E7
DE REFERENCIA
38.71%

SSCA

Fig. 1. Validacién del modelo de estudio. a) Cultivo de células C-33 A. Microscopia invertida
(10x), muestra el cultivo de la linea celular C-33 A. Superior: Antes de la transfeccion, inferior 24
horas después de la transfeccion. b) Analisis de eficiencia de transfeccidn por citometria de flujo
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en células C-33 A. Las células no transfectadas se muestran en color negro y en rosa (R) se
muestran células positivas a GFP, transfectadas con el vector vacio PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7
de referencia y PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795. Células C-33 A transfectadas utilizando el
protocolo de Lipofectamina 2000. Se muestra imagen representativa con los datos de las tres
réplicas independientes, teniendo un porcentaje promedio de 44.31% para PEGFP-N1, 38.71%
para PEGFP-N1-E7-de referencia y finalmente 42.19% para PEGFP-N1- E7-C732/C789/G795.
c) Obtencion de RNA total. Se muestran las subunidades 28s y 18s. Electroforesis en gel de
agrarosa al 2%.

Expresion del mRNA E7 de referenciay E7-C732/C789/G795.

A partir del RNA obtenido se realiz6 la sintesis de cDNA, una vez obtenido el cDNA
de células C-33 A transfectadas con el vector PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7 de
referencia; asi como PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795. Se realiz6 PCR punto final
para E7 para verificar que las células transfectadas estuvieran expresando a E7 del
VPH 16. Se utilizé6 como molde el mismo cDNA de células C-33 A transfectadas con
los vectores PEGFP-N1, PEGFP-N1-E7 de referencia y PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795,
empleado para la amplificacién del gen endégeno GAPDH. EIl producto de PCR fue
observado en un gel de agarosa al 2% confirmando la expresion de E7 en células
C-33 A transfectadas previamente con PEGFP-N1-E7 de referencia y PEGFP-N1-E7-
C732/C789/G795 (Fig.2).

—269pb E7

—450pb GAPDH

Fig 2. PCR punto final para E7. Amplificacién de E7 en células C-33 A transfectadas con PEGFP-
N1, PEGFP-N1-E7 de referencia y la variante PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795. EIl carril 1
correponde al marcador de peso molecular, el carril 2 al control negativo (Colocando agua ultrapura
en sustitucion de la muestra), el carril 3 corresponde al producto de PCR amplificado a partir de
cDNA de células C-33 A sin transfectar, el carril 4 al producto de PCR amplificado a partir de cDNA
de células C-33 A transfectadas con el vector PEGFP-NL1, el carril 5 al producto de PCR amplificado
a partir de cDNA de células C-33 A transfectadas con PEGFP-N1-E7 de referencia y por ultimo el
carril 6 corresponde al producto de PCR amplificado a partir de cDNA de células C-33 A
transfectadas con PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795. Imagen representativa de una de las tres
repeticiones realizadas. En la parte inferior se muestra la expresiéon del gen endégeno GAPDH
correspondiente a cada una de las muestras utilizadas en los carriles mostrados para E7. Gel de
agarosa al 2.5%.
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Andlisis de la expresion de Oct4A, Oct4B y OCTBL1.

Una vez confirmada la presencia de E7 en los cultivos transfectados se procedio a
realizar la PCR quantitativa (QPCR) de las isoformas Oct4A, Oct4B y Oct4B1,
utilizando el gen constitutivo GAPDH para normalizar los datos. La RT-gPCR en los
diferentes grupos de estudio dio como resultado un incremento en la expresion de
Oct4A en los grupos PEGFP-N1-E7 de referencia (media: 3.59; desviacion
estandar: 2.74; p= 0.025) y PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795 (media: 3.29;
desviacion estandar: 1.75; p= 0.011), en comparacion al grupo control (media: 1.16;
desviacion estandar: 0.54) y el grupo de células transfectadas con PEGFP-N1
(mediana: 1.26; desviacion estandar: 0.49; p= 0.71) (Fig. 3a), mostrando asi que
E7 si afecta el nivel de expresion del mRNA de esta isoforma de Oct4. Con respecto
a Oct4B no se observoé algun cambio en el nivel de expresién entre los grupos de
estudio [grupo control: (media: 1.38; desviacion estandar: 0.46), PEGFP-NL1:
(media: 1.39; desviacion estandar: 0.71; p= 0.69), PEGFP-N1-E7 de referencia:
(media: 1.41; desviacion estandar: 1.09; p= 0.778), PEGFP-N1-E7-
C732/C789/G795 (media: 1.43; desviacion estandar: 0.96; p= 0.680)] (Fig.3b). Los
datos referentes a la expresion de la isoforma Oct4B1 no muestran algin cambio
significativo entre aquellas células C33A transfectadas con PEGFP-N1 (media:
1.47; desviacién estandar: 0.71; p=0.79), PEGFP-N1-E7 de referencia (media: 1.59;
desviacion estandar: 1.68; p= 0.33) y PEGFP-N1-E7-C732/C789/G795 (media:
1.67; desviacion estandar: 2.25; p= 0.13) con respecto al control (media: 1.77;
desviacion estandar: 0.98) (Fig. 3c). Por lo que solamente la isoforma Oct4A es
afectada positivamente por la presencia de E7 de referencia y su variante E7-
C732/C789/G795 del VPH16.
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Fig 3. RT-gPCR para Oct4A. Analisis
de RT-gPCR para determinar la
expresion del mRNA de a) OCT4A, b)
OCT4B y c) OCT4B1 realizado a partir
de cDNA obtenido de cultivos de células
C-33 A no transfectados, asi como
aquellos transfectados con PEGFP-N1,
PEGFP-N1-E7 de referencia y PEGFP-
N1-E7-C732/C789/G795. La RT-gPCR
se realizd por triplicado. Los valores
representan como medias y desviacion
estandar, los datos fueron normalizados
a GAPDH. Para comparar los grupos se
utilizo la prueba de U de Mann-Whitney,
el valor de p<0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo.
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VI.  DISCUSION.
El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de E7 y de la variante génica
E7-C732/C789/G795 del VPH16 sobre la expresion Oct4A, OctdB y Oct4B1,
utilizando la linea celular epitelial C-33 A (VPH-) derivada de CaCU que expresa
transitoriamente E7 de referencia 6 la variante E7-C732/C789/G795
correspondientemente (Tranfecciones con PEGFP-N1-E7-Prototipo y PEGFP-N1-
C732/C789/G795). Previamente se ha reportado que la oncoproteina E7 del VPH
se une especificamente al dominio POU de Oct4 formando un complejo tanto in vitro
como in vivo y que Oct4 esta activo cuando se expresa en células transformadas
por el VPH, sugiriendo que al tener como blanco a Oct4, E7 podria tener la

capacidad de imitar una actividad especifica de células madre (Brehm et al., 1999).

También se ha observado que E7 regula positivamente la expresion de Oct4 a nivel
de RNA mensajero y proteina, tanto in vivo como in vitro, por lo que se propone a
E7 como un factor critico para la auto renovacion celular mediante la sobreexpresion
de factores relacionados con el mantenimiento de las caracteristicas troncales
(Organista et al., 2016). Ademas, la expresion de genes de troncalidad ha mostrado
capacidad de promover carcinogénesis y el desarrollo de tumores malignos,
mientras que la pérdida de su expresion conduce a la pérdida de las capacidades
de auto-renovacion y proliferacién (Hu et al., 2008; Ikushima et al., 2011; Sung et
al., 2012).

En este estudio determinamos si E7 de referencia 6 la variante E7-C732/C789/G795
del VPH16 tiene efecto en el nivel de expresion de las isoformas Oct4A, Oct4B y
Oct4B1. Se mostré un incremento en la expresion de Oct4A la cual se ha reportado
se encuentra principalmente en el nucleo y se considera como la isoforma activa
(Lee et al., 2006). Por su parte las isoformas Oct4B y Oct4B1 no mostraron efecto

en su nivel de expresion.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, se determind la
expresion de las isoformas de Oct4 en muestras de pacientes con diferente grado
de lesion y CaCU positivas a VPH 16, mostrando un incremento en la expresion de
las isoformas de Oct4 en muestras de CaCU en comparacién a muestras sin lesion
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(Ayala y Villanueva, 2019). La diferencia en el nivel de expresion de Oct4A, Oct4B
Y Oct4B1 podria ser estimulada por algun otro factor adicional a la presencia de E7
del VPH 16. Se ha reportado que Oct4 puede actuar como un oncogén y ha sido
asociado con el desencadenamiento de células troncales cancerosas (Li et al.,
2015). Durante la infeccion por VPH-AR el DNA viral puede ser integrado en el DNA
del hospedero e iniciar la sintesis de las oncoproteinas E6 y E7 promoviendo la
proliferacion mediante la inactivacion de los supresores de tumor p53 y pRD,
respectivamente (Olivero et al., 2018). La degradacién de pRb termina con la
represion de Oct4 y Sox2, mientras que la degradacion de p53 conduce a un
incremento en la expresion de Nanog (Kareta et al., 2015; Lin et al., 2005). Estos
datos podrian ayudar a comprender el por qué el nivel de expresion de Oct4 difiere
en el estudio previamente realizado por nuestro grupo de trabajo, ya que en el caso
del previo estudio con muestras de pacientes se tiene el estimulo adicional otorgado
por la degradacion de p53 mediante la sobreexpresion de E6 conllevando a la
sobreexpresion de Nanog el cual es un regulador positivo de la expresion de Oct4.
Tomando en cuenta el efecto adicional que podria otorgar la oncoproteina EG6, se
podrian explicar las diferencias entre nuestros resultados y los obtenidos por el

grupo de trabajo utilizando muestras de pacientes con lesién y CaCU.

Adicionalmente se ha sugerido que los VPH-AR promueven la auto renovacion
mediante la regulacion positiva de Oct4, Sox2 y Nanog manteniendo asi la poblacion

de células madre en tumores del cuello uterino (Organista et al., 2019).

Nuestros datos son consistentes con lo reportado por Wang et al, quienes
mostraron una expresion basal de Oct4 en células C-33 A lo cual concuerda con
nuestros datos correspondientes a los niveles de expresion de las diferentes
isoformas de Oct4 en células C-33 A sin transfectar (Wang et al., 2013). Asi mismo
nuestros resultados correspondientes al nivel de expresion de Oct4A en presencia
de E7 o de su variante E7-C732/C789/G795 muestran similitud con lo reportado
por Liu et al., donde la expresion del mMRNA de Oct4 fue mas alta en células positivas
a VPH de alto riesgo como 16 y 18 en células CasKi y HeLa en comparacion a la

linea celular VPH negativa C-33 A (Liu et al., 2011), por lo que en este caso se
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sugiere que tanto E7-prototipo y la variante E7-C732/C789/G795 aumentan los

niveles de expresion de Oct4A.

Como se ha mencionado previamente, en el presente estudio se muestra solamente
efecto en la expresion del mRNA en Oct4A generado por la variante E7-
C732/C789/G795; sin embargo, es ligeramente mayor este incremento en presencia
de E7 de referencia siendo esta diferencia no significativa. Estos resultados se
asemejan a lo reportado por nuestro equipo de trabajo donde aquellos pacientes
que presentaban E7 de referencia mostraban mayor expresion del mRNA de Oct4A
en comparacion a aquellos que presentaban la variante E7-C732/C789/G795; sin
embargo, no se presento diferencia significativa entre estos dos grupos (Ayala y
Villanueva, 2019).

Por otro lado, la expresion de Oct4 en pacientes con CaCU se ha relacionado con
radio y quimio resistencia (Shen et al., 2014), y el incremento de su expresion
muestra pobre supervivencia en general; asi como libre de enfermedad, sugiriendo

a Oct4 como un posible marcador de CaCU (Kim et al., 2015).

A pesar de que el mecanismo por el cual E7 podria estar regulando la expresion de
Oct4 es aun desconocido, nos centraremos en el mecanismo sugerido por Organista
et al., donde E7 del VPH16 tiene la capacidad de formar un complejo con Oct4 y
Sp1, y dicho complejo puede modificar la transcripcion de Oct4 mediante su unién

directa a la regién promotora de Oct4 (Organista et al., 2016) (Fig 8).

Site Site  Site
2A 1A 1B

Spl HRE El E2 E3 E4 ES

CR4 CR2 CR2 CR1

Fig. 8. Modelo del mecanismo de modulacién de la expresién de Oct4 mediante E7.

Modelo propuesto para la modulacion de la expresion de Oct4, se muestra la estructura del gen de
Oct4, en color rojo los exones, en color rosa los sitios localizados en las regiones conservadas (CRs),
en amarillo el sitio de union para Era y Sp1 que forman un complejo y posteriormente reclutan a
p300, que a su vez interactlia con E7 que incrementa la funcién de transactivacion de p300 y a su
vez p300 favorece la acetilacién de histonas y la activacién del gen Oct4. En la regién CR4 se
muestra la interaccion del complejo E7-Oct4-p300 directamente en la region promotora de Oct4.
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Los datos aqui mostrados sugieren una regulacion positiva de la isoforma Oct4A
mediada por la oncoproteina E7 del VPH16, la cual cumple principalmente la funcion
de factor de transcripcion. Sin embargo, se sugieren futuros estudios en distintos
modelos, para esclarecer mas acerca del mecanismo mediante el cual E7 y su
variante E7-C732/C789/G795 del VPH16 regula la expresion de las isoformas
Oct4A, Oct4B y Oct4B1 durante el desarrollo de CaCU.
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VIl.  CONCLUSIONES.

= La proteina E7 de referencia y la variante E7-C732/C789/G795 inducen la
expresion del mMRNA de Oct4A.

= El nivel de expresion del mRNA de las isoformas Oct4A, Oct4B y Oct4B1 no
muestra diferencias en presencia de E7 de referencia con respecto a la
presencia de la variante E7-C732/C789/G795.
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PERSPECTIVAS

Obtener cultivos de células C-33 A que expresen establemente a la
oncoporoteina E7 de referenciay la variante E7-C732/C789/G795 del VPH16
Analizar el efecto de E7 de referencia y la variante E7-C732/C789/G795 a
nivel de proteina

Determinar si otra oncoproteina como EG6 tiene efecto en la expresion de las
isoformas de Oct4.

26



VIIl.  ANEXOS

1. Método de extraccidon de RNA con TRIzol

Homogenizar la muestra habiendo agregado 1ml de TRIzol a la misma

separacion en fases.

Reposar el homogenizado durante 5 minutos a temperatura ambiente para

permitir la disociacion completa de proteinas.

Agregar al homogenizado 0.2mL de cloroformo por cada 1ml de trizol utilizado.
Agitar vigorosamente durante 15 segundos en un vortex.

Incubar el homogenizado durante 5 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar la muestra a 13,000 rpm durante 15 min a 4°C, después de
centrifugar la muestra debe estar separada en dos fases, una roja que
corresponde a la fase fenol-cloroformo y una fase incolora que corresponde a la

fase acuosa, el RNA permanece exclusivamente en esta ultima fase.
Precipitacion del RNA

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, guarde la fase organica si se desea

una posterior extraccion del DNA.

Precipitar el RNA de la fase acuosa utilizando isopropanol, agregar 1mL por

cadal ml de TRIzol usado en la fase de homogenizacion.
Incubar las muestras a -20°C durante 20 min.

Centrifugar la muestra a 13,000 rpm durante 15 min a 4°C, después de
centrifugar la muestra, el RNA precipitado a menudo es visible formando un

bot6én al fondo del tubo.
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Lavado del RNA

Retirar el sobrenadante y lavar una vez el boton de RNA con 0.75 mL de etanol
DEPC al 75% por cada 1 ml de TRIzol utilizado en la homogenizacion, lavar

dando pequeiios golpecillos con el dedo en la punta del tubo.
Centrifugar a 7,500 rpm durante 5 min a 4°C.

Por ultimo re-suspenda la muestra de RNA en agua libre de RNAsas.
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