FACULTAD DE MEDICINA
SECRETARIA DE INVESTIGACION
COORDINACION GENERAL DE POSGRADO

Caracterizacion de la cascada de sefializacion que utiliza la oncoproteina E5 de
HPV 16, el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)y Ras durante el

proceso de transformacion celular.

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN MEDICINA MOLECULAR
QUE PRESENTA

Dra. En Medicina Lisandra Gomez Mata

DIRECTOR DE TESIS

Dra. Maria de Lourdes Gutiérrez Xicotencatl

Cuernavaca, Morelos, México enero del 2026



Comité Asesor

1. Tutor Principal: Dra. Maria de Lourdes Gutiérrez Xicotencatl CISEI-INSP
2. Tutor Personal: Dr. Mario Ernesto Cruz Mufioz Fac. Medicina, UAEM
3. Vocal 1. Dr. Adolfo Pedroza Saavedra CISEI-INSP
4. Vocal 2. Dr. Luis Cafiedo Dorantes Fac. Medicina, UAEM
5. Vocal 3. Dr. Juan José Acevedo Fernandez Fac. Medicina, UAEM

Comité Revisor

Presidente: Dr. Mario Ernesto Cruz Mufoz

Secretario: Dra. Delia Vanessa Lopez Guerrero
ler. Vocal: Dr. Ivan Martinez Duncker Ramirez
2do. Vocal: Dra. Maria de Lourdes Gutiérrez Xicotencatl



Dedicatoria

A quien deja atras sus raices con el corazon
lleno de suefios y el miedo a cuestas, aprenden a
llamar hogar a lo desconocido y hacen del
conocimiento su mayor fortaleza.



Agradecimientos

La culminacion de esta tesis representa no solo un logro académico, sino también un
recorrido personal marcado por retos, aprendizajes y profundas transformaciones.
Llegar a México tras salir de Cuba implicO comenzar de nuevo, adaptarme a un
contexto distinto y enfrentar momentos de incertidumbre que hoy forman parte esencial

de mi crecimiento personal y profesional.

Quiero expresar un agradecimiento muy especial a Melisa Gil Delgado, quien desde el
inicio de este camino fue mucho méas que una amiga. Su compafiia constante, apoyo
incondicional y fortaleza hicieron que este proceso fuera mas llevadero. En los
momentos de duda e incertidumbre, fue mi mejor aliada, y hoy puedo decir con orgullo

que es una verdadera hermana del alma.

A mi esposo, le agradezco profundamente por escucharme cada dia, por su paciencia,
comprension y apoyo permanente. Su acompafiamiento emocional fue fundamental para

mantener la constancia y no rendirme en los momentos mas dificiles.

A mi mama, mi mayor inspiracién, gracias por estar siempre presente a pesar de la
distancia. Su amor, fortaleza y ejemplo han sido el motor que ha guiado mi camino. Es
la mujer que me ensefid que el conocimiento es lo Unico que realmente nos pertenece, y

ese aprendizaje ha marcado de manera definitiva mi vida personal y profesional.

Expreso mi sincero agradecimiento a mi tutora, la Dra. Maria de Lourdes Gutiérrez
Xicotencatl, por su guia, dedicacion y valiosos aportes académicos durante el desarrollo
de esta investigacion. Asimismo, agradezco al grupo de trabajo del Laboratorio 5 del
CISEI del Instituto Nacional de Salud Publica de México, por el acompafiamiento, el

aprendizaje compartido y el apoyo brindado a lo largo de este proceso.

Extiendo también mi agradecimiento al Comité Asesor, por sus observaciones y
recomendaciones, asi como a todas las personas que, de manera directa o indirecta,
colaboraron y contribuyeron a la realizacién de este proyecto de investigacion.

A todos, gracias por formar parte de este logro



RESUMEBN. ..ottt s et sb e e e s 8
O N o1 (ot T (] (=1 TSP 9
1.1 Epidemiologia del HPV asociado al cancer Cervico Uterino .........cc.cceevveeereeeennne. 9
1.2. Histologia del epitelio CEIVICAl ..........ccccuiiiiiiiiiee e 9
1.3 EStruCtura del HPV ...ttt e e s ee e 10
1.4. Estructuray FUNCION de ES .........oiiiiiiiiiiiiiieeee e 12
Figura 1. Organizacion gendmica tipica de los genomas del HPV Alfa, Mu y Beta de alto
[ 1= = o TS 13
Figura 2: Actividad de 1as VIrOPOriNGas: ...............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiereieieeeeeeeaaees 14

Figura 3. Modelo de un canal idnico hexaméricagenerado por la proteina E5 del HPV16
[0 Y71 4 { o TSP PP 14

1.6. Vias de sefializacion del Receptor del Factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

...................................................................................................................................... 16
Figura 4. Viade sefalizacion del EGFR. .................cooiiiiiiiiii e 18
17. RAS Y @ VIa MAP-K ...ttt e 18
1.8. Factor de crecimiento epidérmicoy E5.......ccovviviiiiiiiiiiie e 19
1.9. MYC y su actividad en presencia de HPV ........ccoooiiiiiiiieieiiiee e 20
Figura 5: Sustratos de calpaina en supervivencia celular y apoptosis. ...................uuueeee 21
PN [V 1 o= o3 To ] [PPSR 23
3. Pregunta de iNVESHIACION: ........ccveeriieeiiie et eieeestee e seeesae e staee et e e sreeesnseeennseeennns 23
4. ODJEUVO GBNEBIAL ... eiiiiiiie i ettt st 23
ODbJetiVOS ESPECIICOS. .. ..cciiiiiee et e e e sarea e 23
N 1100 (S S Y | 1 = SRS 24
6. MELOAOIOGIA. .......veeeiiieeitie e st 25
6.1. LINEAS CRIUIAES ...ttt s sbee e e 25
Tabla1. Lineas celulares que expresan las oncoproteinas HPV16 E5 y
Ha-Ras. 25
6.2. Condiciones de CUltiVO CeIUIAr. ............cooiiiiiiiieiiie e 26
6.3. Curva de ProliferacCion ...........cccoocuieiiieiie et 26
B.4. AQAI SUBVE ....ooiiiiiiieeiiiite ettt et e et e e ettt e s e e e e e s e e e e s e e e e e e nneee s 26
6.5. Cuantificacion de ProteiNas. ..........ccveeeiiiiiieeeciiiie et 27
6.6. Electroforesis de proteinas de lisados celulares.............ccccouveeeiviiiiiceiccieec e, 28
YLV (=7 1 1 o] (o PP 28

Tabla 2. Panel de anticuerpos utilizados para la caracterizacion molecular..29
6.8. ANAIISIS EStAUISHICO ......eeiiieeiiiieciie ettt aaeeen 29
A (T V] =T [ PR 30



7.1. Grado de transformacion celular de las lineas que expresan la oncoproteina E5

[0 Lo o | TSR 30

7.1.1 Caracterizacién morfoldgica de las lineas celulares que expresan E5 de

HPV LG, ...ttt e e e e ettt e e e e e s e e st bt e e e e e e e e e e nnneees 30
Figura 6. Microfotografias de las lineas celulares que expresan E5 de HPV16................ 30
Figura 7: Microfotografia de lalinea WTES3(E5+Ras). .............ccovvviiiiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeenas 31

7.1.2 Cinética de proliferacion de lineas celulares que expresan Ras y/o E5 de

LY T PSP 31
Figura 8: Tiempo de Doblaje (TD) de las lineas que expresan E5y controil. .................... 32
Figura 9: Densidad de Saturacion (DS) de las lineas que expresan E5y control.............. 33

Figura 10. Curvas de proliferacion de las lineas celulares que expresan E5 y control. ....34

7.1.3 Determinacion de grado de transformacion por medio de crecimiento

independiente de aNCIaJE. ........ocuuiii i 34
Figura 11: Microfotografias de la formacion de colonias en agar de las lineas celulares

que expresan E5de HPVIG6...............oooiiiiiiiiiiiii et 35

Figura 12: Numero de colonias en agar suave en lineas que expresan E5y control........ 36

7.2. Modulacion del proceso de proliferacion celular por E5 de HPV16........................ 36

7.2.1 Regulacion de la proliferacion celular por E5 deHPV16 en la cascada MAP-K...36

Figural3. Comparacion de la expresion de la proteina p-EGFR/EGFR. ...........cccccccvvvveveveennnnn. 37
Figura 14. Niveles de expresidon de la proteina GRB2 en lineas celulares que expresan E5 y
R . .ttt ettt ettt et et e e et b e tt e ettt aeaba e aaarnaaees 38
Figural5. Deteccion de la proteina RAS en lineas celulares que expresan E5. ....................... 39
Figural6. Expresion de la proteina RAF en lineas celulares que expresan E5. ....................... 40
Figural7. Comparacion de la expresion de la proteina p-MEK/MEK..............cccccovvvvevvvernnnnnns 41
Figural8. Comparacion de la expresion de la proteina p-ERK/ERK. ................ccceeeeeeeninnnnnnne. 42
Figural9. Comparacion de la expresion del factor transcripcional c-MYC.............cccccceeeeeenn. 43
7.2.2 Influencia de E5 de HPV16 en la cascada PI3K/AKT y en otras proteinas que
intervienen en el ciclo celular (p21, p27 y CALPAINA-2) .....ccoviiiieeiiiiie e 43
Figura20. Comparacién de la expresion de la proteina PI3K. ................cuvvviiiiiiiiriinnnnnne 44
Figura2l. Comparacion de la expresion de la proteina p-AKT/AKT..........ccooevvveeeeieeeiiicnnnnee. 45
Figura22. Comparacion de la expresion de laproteina FOXO3A...............ccoiiiiiiiiiieeeiiieeenn, 46
Figura23. Comparacion de la expresion de laproteina p2l.............cccceevviiiiiiiiiiiiiiiiniineennnn. 46
Figura 24. Comparacion de la expresion de la proteina p-p27...........cccoeeeeevvvviiiciieeeeeeeennnnnnn. 47
Figura25. Comparacion de la expresion de la proteina CALPAINA-2. ...............ccovvvieeevinnnnnnnn. 48
8. DUSCUSION ...ttt ettt ettt et e bt e e bt e e abe e e sab e e e sabe e e st e e e sabeeeanneeeaene 49
8.1 Grado de transformacion celular de las lineas que expresan la oncoproteina E5 de
[ | YA TP PPRR P 49
8.2 Modulacién del proceso de proliferacion celular por E5 de HPV16. ........................ 50



8.2.1 Regulacioén de la cascada de MAPKSs por E5 de HPV16. .......cccceevvveeviieeciieeeee, 50
8.2.2 Influencia de E5 de HPV16 en la cascada PI3K/AKT y en proteinas inhibitorias

del CICIo CEIUIAN (P21 Y P27). ..ttt e e e e e e e e e e e e e e s e rntbraeeaaeeeenaes 52
8.2.3 Influencia de E5 de HPV16 en el comportamiento de la CALPAINA-2 ................ 54
9. CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt e st e bt e st e e sbe e e sabeeesaneeeeee 55
9.1 E5 de HPV16 como modulador negativo de la proliferacion celular ........................ 55
9.2 Modulacién del receptor EGFR y su impacto en la cascada MAPK .............cc........ 55
9.3 E5 de HPV16 en la cascada PISK/AKT ......oooiiiiiieiiieeiee e 55
9.4 E5 de HPV16 y el comportamiento de la CALPAINA-2...........cccoooveeeeviiiee e 55
10. Limitaciones y Perspectivas del EStUdIO ..........c..eviiiiiiiiiiiiiieeeiiiee e 57
I =] o] oo =1 = TP PSPPSR 58



Resumen

La proteina E5 de Papiloma Virus Humano (HPV) tipo 16 es una molécula
hidrofébica con potencial oncogénico, pero de la cual aun se desconoce el
mecanismo molecular a través del cual modula el entorno celular para llevar a
cabo el proceso de transformacion. La transformacion celular mediada por E5
depende parcialmente del estimulo mitogénico generado por el receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGFR). E5 utiliza el camino de sefializacion
del EGFR para transducir sefiales al nucleo y la proteina Ras es una pieza
importante en este camino. Nuestro estudio arrojo como resultados que la
proteina E5 de HPV16 reduce la capacidad de transformacién celular mediante
un complejo entramado de interacciones moleculares. Estas interacciones
afectan vias de sefializacion clave, como MAPK y PI3K-AKT, asi como
reguladores del ciclo celular (p21 y p27) y la cisteina proteasa dependiente del
calcio Calpaina-2, contribuyendo a evitar la muerte celular. E5 no debe
entenderse como un oncogén transformante clasico, sino como un modulador
contextual de la sefializacion oncogénica dependiente de EGFR capaz de
potenciar o amortiguar el fenotipo transformado segun el estado basal de la

célula.



1. Antecedentes

1.1 Epidemiologia del HPV asociado al cancer cérvico uterino

El cancer cérvico uterino (CaCU) ocupa el cuarto lugar en incidencia y
mortalidad a nivel mundial, con 662,301 mujeres diagnosticadas y 348,874
muertes atribuidas a esta patologia en el 2022. En regiones con un indice de
Desarrollo Humano (IDH) bajo como el continente africano ocupa el segundo
lugar en incidencia y mortalidad. En México ocupa el segundo lugar en
incidencia y mortalidad, con 10,348 casos y 4,909 muertes en el 2022 del total

de la poblacién femenina reportado por el Observatorio Mundial del Cancer (@,

El virus del papiloma humano (HPV) se ha demostrado estar
estrechamente asociado con el desarrollo del CaCU en un 99.7%, también se
describen otros cofactores importantes con el desarrollo de la enfermedad
como son la inmunosupresion, el tabaquismo, la multiparidad y el uso de
anticonceptivos orales, entre otros (9. En México a pesar de que existe un
Programa de Deteccion Oportuna existe una tendencia ascendente del CaCU
en mujeres menores de 40 afios, lo cual puede deberse a variaciones en los
aspectos organizativos de las politicas de detecciéon temprana de la

enfermedad .

1.2. Histologia del epitelio cervical

El cuello uterino tiene forma cilindrica se conecta a la vagina a través del
canal endocervical el cual esté revestido por epitelio escamoso estratificado en
el exocérvix y epitelio columnar en el endocérvix, la zona de transicion se
denominaunién escamocolumnar. EI HPV parece invadir el epitelio a través de
microtraumatismos, luego infecta células indiferenciadas que se dividen
activamente en la capa basal en la uniéon escamosocolumnar, ya que estas son
las Unicas células replicativas . Las lesiones premalignas ocurren en esta
zona y estan estrechamente relacionadas con el HPV de alto riesgo. Las
neoplasias intraepitelial cervical (NIC) o displasia de las células escamosas en
el epitelio cervical son cambios premalignos que pueden progresar a carcinoma

in situ y carcinomainvasor si no se trata de forma temprana ©®).



Los NIC se clasifican segun la gravedad, el NIC1 o de bajo grado denota
displasia leve abarcando el tercio inferior del epitelio, NIC2 o displasia
moderada afecta dos tercios del epitelio, NIC3 o displasia grave cuando afecta
mas de dos tercios del epitelio. Las células epiteliales estan bien organizadas

en el cuello uterino normal, sin embargo, en los NIC y el cancer, las células
infectadas con el HPV se vuelven displasicas ©),

La unién escamo columnar es el area que se cree que tiene mayor riesgo
de transformacion neoplasica. Los tumores que surgen en el exocérvix suelen
ser carcinomas de células escamosas y representan el 75% de los carcinomas
cervicales invasivos, por el contrario, los que surgen en el endocérvix tienen
mas probabilidad de ser adenocarcinomas. Los carcinomas adenoescamosos,

neuroendocrinos, papilares serosos y de células claras del cuello uterino son
subtipos histolégicos menos comunes (),

1.3. Estructura del HPV

Los papilomavirus pertenecen ala familia Papillomaviridae, se han descrito
mas de 200 genotipos de Virus de Papiloma Humano (HPV) que se organizan
en 5 géneros: q, B, y, M, N (V. Se clasifican segln el tejido que infectan en
cutaneos y mucosos, los de alto riesgo se asocian con infecciones de la
mucosa (HPV 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68y 70) y
los de bajo riesgo con lesiones cutaneas (HPV 6, 11, 42, 43 y 44). Los de bajo
riesgo causan lesiones benignas que a menudo forman verrugas y rara vez se
encuentran en lesiones malignas; por el contrario, los de alto riesgo se asocian
con lesiones como el CaCU ©).

Los HPV no presentan envoltura y cuentan con una capside icosaédrica,
tienen un genoma de 8000 pares de bases con DNA circular de doble cadena
("), El genoma del HPV esta organizado en tres secciones funcionales, la region
temprana (E), la region tardia (L) y una region reguladora ascendente (URR).
Las regiones temprana y tardia constan de nueve marcos de lectura abierta
(ORF, open reading frame), seis en la regién temprana, dos en la region tardia
y en la URR se encuentra el origen de la replicacion del DNA (ori), asi como los
sitios de union del factor de transcripcion necesarios para la regulacion de la
transcripcion dependiente de la RNA polimerasa Il. Estas regiones se
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encuentran separadas por sitios de poliadenilacién temprana (PAE) y tardia
(PAL) respectivamente. EI genoma del HPV contiene dos promotores
principales p97 y p670, donde p97 en HPV16 es responsable de la expresion
de los genes tempranos (aguas arriba del ORF de E6) y p670 es responsable
de la expresion tardia (dentro del ORF de E7) ®).

El ciclo de vida del HPV esta estrechamente ligado a la diferenciacion del
epitelio. Para que se establezca una infeccion, los viriones deben acceder a la
lamina basal del epitelio estratificado a través de microlesiones e ingresar a las
células en la unién escamoso-columnar. La union primaria de los viriones
implica la unién de la proteina de la capside L1 a los proteoglicanos de sulfato
de heparan (HSPG) en la membrana basal o en la superficie de los
gueratinocitos basales. Esto induce cambios conformacionales en laestructura
de la capside, lo que resulta en la exposicion de la proteina L2 de la capside y
la unién a receptores secundarios. Luego de la endocitosis, ocurre el
desmontaje de la capside que se produce en el endosoma tardio, seguido del
trafico del genoma viral, en complejo con L1 y L2, hacia la red trans-Golgi
(TGN). El trafico nuclear posterior depende de manera critica de la ruptura de
la envoltura nuclear durante la mitosis y requiere la unién de los genomas
virales a los cromosomas mitoticos del huésped a través de L2.

Después de la entrada al nuacleo, se cree que el genoma se amplifica
rapidamente alrededor de 50 a 100 copias por célula. Como el HPV no codifica
una polimerasa, esto se logra mediante la captacion de la maquinaria de
replicacién del DNA del huésped, un proceso mediado por las proteinas virales
Ely E2. Luego, el numero de copias episomales se mantiene en las células
basales, donde la expresién de las proteinas virales E6 y E7 sigue siendo
minima debido a la represién mediada por E2 del promotor temprano p97/p105,
lo que ayuda a evitar la respuesta inmune.

A medida que la célula basal infectada se divide, una célula hija permanece
en la capa basal y actia como reservorio episomal, mientras que la otra
comienza a migrar hacia arriba a través de las capas epiteliales. Aqui, la
expresion de las oncoproteinas virales E5, E6 y E7 retrasa la diferenciacion
terminal y previene la salida del ciclo celular con el fin de proporcionar un
entorno adecuado para una mayor amplificacion del genoma, que se produce

mediante la extension de la fase G2 del ciclo celular. Como las oncoproteinas
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no poseen ninguna actividad enzimatica intrinseca, esto debe lograrse
interactuando y modulando la actividad de los factores celulares del huésped ®.

Con la integracion del DNA viral al celular, la expresion de E6 y E7 cae bajo
el control de promotores celulares y se vuelve dependiente del ciclo celular a
medida que se pierde el gen E2. En consecuencia, el gen E5 se pierde en su
mayor parte en este proceso, pero en algunos casos se ha encontrado que E5
se expresa en lesiones cervicales de alto grado y canceres generados por
HPV, muy probablemente debido a la presencia de una forma episomal del
virus o virus concatamérico. La integracion del genoma viral no es parte del
ciclo de vida viral normal, ya que provoca la pérdida de genes necesarios para
completar la sintesis de particulas virales. Una vez que se integra el genoma
del HPV, la infeccion se vuelve abortiva y no se generan ni liberan mas

viriones®,

1.4. Estructuray Funciénde E5

La proteina E5 de HPV16 es una proteina de 83 aminoacidos con un peso
aproximado de 10 kDa; tiene tres regiones hidrofébicas que le permiten el
anclaje a membranas (P, E5 es expresada por un subconjunto de tipos de
HPV como son los de alto riesgo 16, 18 y 31. Las proteinas E5 de HPV16y 18
contienen ftres estructuras de hélice a que funcionan como dominios
transmembranales (TMD). El E5 se localiza principalmente en el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi, y también se observa una pequefia
proporcion en la region perinuclear y la membrana plasmatica. Se ha
demostrado que HPV16-E5 se oligomeriza tanto in vitro como en las
células; sin embargo, esto no se ha podido observar en células infectadas por
HPV ®), La proteina E5 del HPV16 se considera una oncoproteina debido a su
capacidad para inducir un crecimiento independiente del anclaje en fibroblastos
murinos y queratinocitos humanos (9. El gen que codifica para E5 se
encuentra ubicado en el extremo 3' de la region temprana del genoma viral
expresado a partir de un mRNA empalmado. La proteina contiene tres

regiones: el dominio N-terminal, el dominio central y el dominio C-terminal 1,

La organizacion genomica de los HPV de alto riesgo son Alfa, Mu y Beta.

Aungue todos comparten una organizacion genética comun, el tamafio y la
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posicion de los ORF principales pueden variar, y los tipos Beta de HPV carecen
de un ORF E5 (Fig.1) 12,

Figura 1. Organizacion gendmica tipica de los genomas del HPV Alfa, Mu y Beta de alto
riesgo. Las posiciones de los promotores principales estan marcadas con flechas en el mapa
del genoma Alfa del HPV de alto riesgo (Tomado de Doorbar J, et.al.2015(2)),

E5 comparte caracteristicas similares a un grupo de proteinas virales de
membrana denominadas viroporinas, las cuales crean un poro hidrofilico
formado por las caras hidrofilicas de las hélices anfipéticas y los residuos
hidrofébicos que interactian con la bicapa de fosfolipidos (19, Dentro de las
funciones que se le atribuyen a las viroporinas estan la formacién de la
curvatura negativa de la membrana necesaria para la liberacion de particulas
virales, la formacion de canales de H* dependientes del pH y la alteracion de la
homeostasis del Ca?*. Algunas de las viroporinasy proteinas de membrana con
funcion de canal en virus de DNA son agnoproteina del poliomavirus JC, la
proteina viral 4 del virus de simio 40 (SV40) y E5 del virus del papiloma
humano tipo 16 (Fig.2) (13
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Figura 2: Actividad de las

Ca Viroporin : :
*’ P \ viroporinas: La actividad de la
N\ " = activity \ viroporina puede actuar
) ' ‘ aumentando las concentraciones
Eg“, 2 M’ . de Ca?* citosolico o reduciendo el
\ = \ pH citosélico debido ala actividad
l de los canales i6nicos en los
‘ compartimentos &cidos como el
» Go | trans Golgi, lisosomas y
pH 6.7 6.0 , endosomas tardios (Tomado de
| K Breitinger U, et.al.2022 (13),).
c:,
Na'/
Lysosome ,
W PHA.7 | ate endosome’
e pHS5.5 /
~tH' y
Cytosol pH 7.2

El modelado molecular predice que E5 es una proteina transmembranal de

tres pasos, parece autoasociarse mediante interacciones no covalentes entre

sus dominios transmembranales y posiblemente también mediante enlaces
disulfuro (Fig. 3) ©.

Figura 3. Modelo de un canal idnico
hexameérica generado porla proteina E5 del

HPV16 in vitro. Las ilustraciones superiores
muestran una vista lateral del canal hexdmerico
en la representacion de cinta (izquierda) o de
relleno de espacio (derecha). En rojo se
muestra un mondémero 16E5 con tres
segmentos que atraviesan la membrana. La
posicidn supuesta de la superficie de la
membrana se muestra mediante lineas

horizontales (Tomado de DiMaio D, et.al.2012
©),

14


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/molecular-modeling
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/monomer

Dentro de las funciones que se le atribuyen a la oncoproteina E5 se

encuentran:

- Reduce los niveles de proteinas MHC1, modulando la maquinaria de
regulacién de MAPK vy los niveles de caveolinal asociados con la union, el

transporte y la apoptosis de los mecanismos celulares (1),

- Suprime la expresion de las proteinas p21 importante supresor de
tumores y de p27 tanto en fibroblastos como en queratinocitos, y coopera con
E6y E7 parainiciarla progresion del CC (911,

- Se une a BAP31 (proteina 31 asociada al receptor de células B) que

actia como un modulador del transporte de membrana y modula las funciones
del receptor EGFR y el pH endosomal sin afectar la glicosilacion (19 (11,

- Inhibe la apoptosis celular y esto se logra inhibiendo el ligando Fas
(FasL), asi como el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de

necrosis tumoral (TRAIL) (1,

-Participa en la regulacion negativa de FasL mediada por TRAIL y modula
la expresién del complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC), que
proporciona inmortalidad a las células derivadas de cancer cervical y su

mortalidad se reduce mediante la escisién de la procaspasa 3, 8 y PARP (11,

- El receptor del factor de crecimiento de queratinocitos (KGFR/FGFR2b),
esta alterado en su sefalizacién y trafico endocitico en queratinocitos
indiferenciados que expresan HPV16-E5, el cual induce una modulacion
negativa del KGFR/FGFR2b, una variante de transcripciéon de empalme del
Receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR2), que desempefia
un papel clave en el equilibrio entre el crecimiento y la diferenciacion epitelial.
KGFR se distribuye principalmente en las células suprabasales y su expresion

esta regulada positivamente durante la diferenciacion de los queratinocitos (4,

- Otra funcion de E5 para desencadenar la inflamacion es mediante COX2.
Se encuentra mediado por moléculas de sefializacion de EGFR (MAP-K,

PI3K/Akt). También se ha demostrado que la expresiéon de E5 conduce a la
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activacion de NF-KB y a la posterior expresion de la COX2 por una via

independiente de las utilizadas por las oncoproteina E6, E7 (19,

E5 afecta mdultiples mecanismos, pero en particular el mecanismo
molecular por el cual HPV16 y 18 afecta la sefializacion de EGFR y con ello el

proceso de transformacion, es algo que alin no esta totalmente descrito (9(16),

1.6. Vias de sefalizacion del Receptor del Factor de crecimiento epidérmico
(EGFR)

El EGFR, también denominado HER1 y ErbB, es un miembro mas de la
familia de receptores ErbB que también esta integrada por ErbB2 (Neu, HER?2),
al ErbB3 (HER3) y al ErbB4 (HER4), estrechamente relacionados desde el
punto de vista funcional y estructural. EIl EGFR interviene en laregulacion de la
proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia de las células. EGFR posee la
capacidad de formar heterodimeros con otros miembros de la familia ErbB,
incrementar notablemente los niveles de complejidad en el proceso de
activacion del receptor y la especificidad de los ligandos. La variedad de
ligandos, unido a la posibilidad de formar combinaciones de homodimeros y
heterodimeros en la familia de ErbB, a su vez acoplados a diversas vias de
sefalizacion intracelular, determinan un elevado grado de complejidad en el
denominado sistema EGF/EGFR (Fig. 4). La via de las MAP cinasas,
Ras/Raf/[ERK es la mejor caracterizada, varias evidencias experimentales
sugieren que muchos de los efectos biologicos observados luego de la
activacion por ligandos del EGFR, pudieran estar asociados a la activacion de

la via Ras/Raf/ERK, fundamentalmente relacionado con la proliferacién celular
(17

Otra via de sefializacion intracelular del EGFR activado es la asociada a
fosfatidil inositol 3-kinasa (PI3K), la cual parece estar relacionada con los
niveles de proteina kinasa B (PKB o Akt) y con la supervivencia de las células
tumorales (18), El receptor especifico, activado por el ligando extracelular, activa
PI3K que cataliza la fosforilacion de PIP2 en la posicién 3 del anillo de inositol
para generar PIP3, que recluta dos proteinas quinasas a la membrana

plasmatica a través de sus dominios de interaccion de homologia de pleckstrina
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(dominios PH): AKT y PDK1 (proteina quinasa 1 dependiente de fosfoinositida).
Una vez reclutado en la membrana celular, el AKT es fosforilado por mTORC2
(complejo mTOR 2) en Ser473, cambiando la conformacién del AKT vy
permitiendo su fosforilacion en Thr308 por PDK1. La AKT activada fosforila
proteinas diana de la membrana celular, luego pierde su conexién con la
membrana celular y fosforila otras proteinas diana en el citosol y el nacleo
celular. La fosforilacion de proteinas diana da como resultado la estimulacién

de la supervivencia, el crecimiento y la proliferacion celular 19),

Otras vias de sefalizacion asociadas al proceso de activacion del EGFR
son: la via de las proteinas STAT y la via de la fosfolipasa C-g (PLC-g), las
cuales se han asociado, sobre todo, a la resistencia a apoptosis, la migracion
celular, asi como a la proliferacion celular y a la transformacion,
respectivamente (29, La fosfolipasa C (PLC) especifica de fosfoinositido
hidroliza PIP2 para producir inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG)
gue, a su vez, pueden activar objetivos posteriores implicados en la
proliferacion y diferenciacion celular, como la proteina quinasa C (PKC) y vias

de sefializacion dependientes del calcio (2D,

En la via de sefializacion JAK/STAT la interaccion de las citocinas o de los
factores de crecimiento con sus receptores induce la dimerizacion/
oligodimerizacién de estos receptores. Esta interaccién da como resultado la
yuxtaposicién de JAK, causando su autofosforilacién o transfosforilacion por
otras JAK u otras familias de tirosinas quinasa. Las JAK activadas fosforilan las
colas citoplasmaticas del receptor en los residuos de tirosinas, creando sitios
gue permiten la unién de otras moléculas de sefializacién que contienen un
dominio SH2 como las proteinas STAT. Las STAT fosforiladas formas
homodimeros o heterodimeros que se traslocan hasta el nacleo y activan la
trascripcion génica. La via JAK/STAT esta regulada negativamente por los
supresores de la sefializacion de citosinas (SOCS), asi como por la proteina
inhibidora de STAT activada (PIAS) y la proteina tirosina fosfatasa (PTP) (22,
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1.7. RAS y la via MAP-K

Los miembros de la familia Ras son pequefias proteinas G. Son proteinas
asociadas a lipidos de membrana plasmatica (farnesilacion) mediante su
extremo C-terminal. Estas proteinas funcionan como un “switch” en dos
conformaciones: una activa cuando estaunidaa GTP (Ras-GTP) y otra inactiva
cuando GTP es hidrolizado a GDP (Ras-GDP). La transicion de forma inactiva
a activa es controlada por el “Factor Intercambiador de Nucledtidos de
Guanosina” (GEFs). Ras es activado mediante el reclutamiento de pequenas
proteinas adaptadoras citosélicas como Grb-2. Esta proteina adaptadora tiene
un dominio SH2 y dos dominios SH3; mediante su dominio SH2 puede unirse
directamente con el receptor tirosin-fosforilado o mediante substratos
intermediarios como SHP-2. De manera constitutiva, Grb2 se asocia con Sos
(factor intercambiador de nucleotidos guanina-Ras) mediante sus dominios

SH3y convierte Ras-GDP inactivo a Ras-GTP activo (23,

La actividad de Ras es regulada por enzimas que promueven la hidrélisis
de GTP (proteinas activadoras de GTPasas o0 GAPS) y por enzimas que estan

involucradas en el intercambio de GDP por GTP, como el Factor
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Intercambiador de Guanosina (GEF); el balance entre GAPs y GEF en la célula
determina la actividad de la célula. Una vez activada Ras es iniciada una
cascada de sefalizacion mediante la fosforilacion de residuos de serina y
treonina en diferentes proteinas como Raf-1. Aunque no se ha podido dilucidar
muy bien el mecanismo por el cual Raf-1 es activada, se ha sugerido que la
defosforilacion del residuo de Ser-259 es esencial para su activacion. Raf-1 al
ser activada es traslocada a la membrana plasmética y puede fosforilar
quinasas especificas Mekly Mek2. Las proteinas quinasas activadas por
mitdbgenos (MAPK), Erk 1 y Erk 2 son serinal/treonina quinasas que son
activadas por fosforilacibn por Mek. Esta cascada de sefalizacién
serina/treonina culmina con la fosforilacion de Erk, la cual se trasloca a nucleo

e induce ala transcripcion de genes (23),

1.8. Factor de crecimiento epidérmicoy E5

Los estudios para descifrar los mecanismos por los cuales E5 causa
transformacion celular se iniciaron con la proteina BPV1E5 y luego sobre E5 y
EGFR de alto riesgo. Primeramente, se observo en los fibroblastos que sobre
expresan EGFR, en donde HPV E5 pudo inducirun crecimiento independiente
del anclaje. Luego se observé que E5 de HPV16 podia inducir un crecimiento
independiente del anclaje con estimulacién de EGFR en los queratinocitos.
También se observé que dichas células mostraron un mayor reciclaje a la
superficie celular, un mayor grado de fosforilacién y retraso en la degradacién
de EGFR en presencia de HPV16-E5(24. Independientemente de los avances
en el estudio de la modulacion de E5 en la via de sefializacion de EGFR aun se
desconoce gran parte del mecanismo molecular por el cual E5 induce la

transformacion celular.

La activacion de la sefializacion de EGFR por E5 inicia una cascada
diversa que conduce a la activacion de varios proto-oncogenes. Se ha
observado que las células que expresan HPV16-E5 tienen mayor actividad de
la proteina quinasa activada por mitdgeno y una mayor respuesta al EGF. El
aumento de EGFR induce una mayor transformacién por HPV E5 en células
NIH-3T3. La activacion de la via de sefializacion MAPK es un evento clave en

la proliferaciéon celular mediada por E5, lo cual involucra la proteina E5 con la
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cascada de fosforilacion intracelular. Se inicia la cascada con union de ligandos
a receptores de factor de crecimiento, como EGFR, que activan el oncogén
RAS, el cual a su vez recluta al oncogén RAF que conduce a la activacion de
MEK (MAP-ERK). MEK causa la fosforilacion de ERK1/2, que a su vez viaja

hacia el nucleo y activa sus proteinas blanco como c-Fos, c-Myc, Etsl, Ets2,
Elk-1, c-Jun, entre otros (24,

1.9. MYC y su actividad en presenciade HPV

La familia de genes MYC esta compuesta por C-MYC, N-MYC y L-MYC.
MYC codifica a Myc (también conocido como c-Myc), el cual es un factor de
transcripcion que interviene en la progresion del ciclo celular, el crecimiento y
division celular, apoptosis y la angiogénesis (2),

El mMRNA de MYC genera polipéptidos Myc, incluido uno que se iniciaen un
CUG rio arriba del codon de inicio AUG canoénico y otro que comienza en un
AUG interno. La proteina Myc traducida del AUG canonico contiene un dominio
regulador transcripcional N-terminal seguido de una sefal de localizacién
nuclear (NLS) en los aminoacidos 320-328 y una region C-terminal con un
dominio basico de union al DNA unido a una cremallera de hélice-bucle-hélice-
leucina (HLH-Zip) motivo de dimerizacién. Myc se dimeriza con Max para

unirse al DNAy mediar en muchas de sus funciones (26),

La proteina Myc contiene varios dominios, dentro del dominio amino
terminal hay varias regiones conservadas, conocidas como cajas MYC (MBI, I,
'y 1IV). MBI y MBIl estan ubicados dentro del dominio de transactivacion
(TAD), un dominio de 143 aminoacidos que se requiere para la actividad
transcripcional y de transformacion celular de Myc. Se ha demostrado que
MBIIl y MBIV son importantes para la represion transcripcional y para la
actividad proapoptotica de Myc. EI mRNA de MYC es inherentemente
inestable, con unavida media de aproximadamente 30 minutos, y la traduccién
del mMRNA de MYC esta estrechamente regulada y responde a las vias de
sefalizacion del crecimiento celular. Finalmente, la proteina Myc se degrada
rapidamente después de su sintesis (vida media de aproximadamente 20

minutos en células no transformadas). Uno de los mecanismos mas
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destacados para garantizar una regulacion adecuada de los niveles de Myc

implica la degradacion por parte del sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) (27,

Myc también puede ser degradada en el citosol por la calpaina (Fig.5). La
escision dependiente de calpaina depende del calcio y se ha demostrado que
la escision por calpainas funciona para inactivar la actividad transcripcional de
Myc eliminando el extremo carboxilo. Aligual que la escisidn de otras proteinas
mediada por calpainas, las calpainas provocan una escision parcial de Myc en
lugar de una degradacion completa. La escision de Myc con calpaina genera
"Myc-nick", un segmento N-terminal de 298 aminoécidos 2, La fosforilacion de
la calpaina puede resultar en activacion o inhibicion dependiendo de la
quinasa, la fosforilacion de la calpaina-2 mediada por ERK y PKC se ha
observado que aumenta su actividad, hay estudios que sugieren la activacién
de calpaina mediada por EGF. El aumento de la actividad de las calpainas 1y
2 contribuyen a la migracion, invasion y metastasis de las células tumorales al
alterar la dinamica de adhesion focal y promover la remodelacién del

citoesqueleto (28),
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Figura 5: Sustratos de calpaina en supervivencia celular y apoptosis. La calpaina se activa por
aumento de las concentraciones de calcio intracelular a través del influjo de Ca2+ o la
liberacién de las reservas intracelulares. La calpaina esta implicada en muchas vias de
sefializacién asociadas a la muerte y supervivencia celular, incluidas la PISBK-AKT, ERK,
p53, MYC, caspasa, via AIF (Tomado de Shapovalov |, et.al.2022 ©8)),
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La ruta mas importante para la degradacion de Myc es a través del UPS.
La degradacion mediada por ubiquitina es un proceso altamente especifico
dependiente de ATP. Las proteinas son el objetivo de la degradacion por parte
del proteosoma en un proceso de dos pasos en el que primero las moléculas
de ubiquitina se agregan covalentemente a la proteina objetivo y segundo el
proteosoma 26S degrada las proteinas poliubiquitinadas. Los estudios han
demostrado que Myc es un objetivo directo para la ubiquitinacién mediada por
Fbw7 y que SCF FPW7 desencadena la degradacion proteosomal de Myc. La
regulacién de la estabilidad de c-Myc por Fbw7 depende de la fosforilacion de
Myc. Myc se estabiliza mediante la fosforilacion de la serina 62 (pS62) por
ERK. La enzima desubiquitinante Usp28 se opone a la ubiquitinacién de Myc
mediada por Fbw7a estabilizando a Myc y evitando su degradacién 7). Usp28
regulala estabilidad de varias oncoproteinas involucradas en la proliferacion, la
progresién del ciclo celular y la oncogénesis, como c-MYC, c-JUN, NOTCH1 o
CCNE en carcinoma de células escamosas (SCC) (29,

El gen c-MYC se encuentra en la regién cromosémica mas comunmente
afectada por la integracion del genoma del HPV (8g24), y se encontré que la
sobre expresion de c-Myc se correlaciona con la amplificacion del HPV (), c-
Myc es un oncogén que parece activarse en el carcinoma escamoso de Cérvix
uterino, ya en displasias de alto grado. Es posible que c-MYC induzca mayor

proliferacién y en consecuencia mayor expresion de Ki-67 y ciclina D1 0,

El mecanismo para la regulacién positiva de Myc alun no se conoce
completamente, pero los datos respaldan un papel relevante para la via de
sefalizacion Ras/Raf/Mek/Erk, y siendo esta cascada de sefializacion
modulada por HPV16-E5, es posible que E5 tenga algun efecto sobre Myc,

durante el proceso de transformacion celular asociado a esta oncoproteina (29,
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2. Justificacion

E5 del HPV16 se considera una oncoproteina debido a su capacidad para
inducir un crecimiento independiente del anclaje en fibroblastos murinos y
queratinocitos humanos. Es una proteina de 83 aminoacidos con tres dominios
transmembranales que se organizan por pentameros y forman un poro por lo
que se incluye en el grupo de las viroporinas. Dentro de las funciones de E5, se
ha descrito su capacidad para modular el pH endosomal y estimular el reciclaje
de EGFR. Se ha observado que las células que expresan HPV16-E5
incrementan la actividad de la proteina cinasa activada por mitdgeno y una
mayor respuesta al EGF. La via de sefializacion EGFR y MAPK también se ha
visto involucrada en la modulacién positiva de factores de transcripcién como c-
Myc en presencia de HPV16-E5. A pesar de los esfuerzos por dilucidar el
mecanismo molecular por el cual E5 modula la cascada de sefializacion de las
MAPK cinasas aun se desconoce qué elementos de la cascada rio abajo de
Ras estan siendo modulados por E5, por lo que en el presente estudio nos

planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

3. Pregunta de investigacion:
¢, Qué elementos de la cascada de sefializacién del receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGFR) y Ras son modulados por E5 de HPV 16
durante el proceso de transformacion celular?

4. Objetivo General:
Identificar los elementos de la cascada de sefializacion del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) rio abajo de la proteina Ras, modulados por

E5 de HPV16 durante el proceso de transformacion celular.

Objetivos Especificos
4.1Determinar si la expresion de ES/EGFR/Ras transforman lineas
celulares de raton.
4.2 Evaluarla cascada de sefalizacion de EGFR en presenciade E5y +Ras

en lineas celulares de raton.
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4.3 Determinar el mecanismo molecular a través del cual E5 modula la

cascada de sefializacion EGFR y Ras

5.Hipotesis Alterna:
5.1 SiE5 modulala cascada de sefializacion de EGFR y E5 reduce la actividad
transformante de Ras entonces el complejo Ras+tRAF+SRC se vera afectado
en su activacion.
5.2 Si E5 modula la cascada de sefalizacion de EGFR, y MYC es activado

durante esta cascada entonces E5 modula positivamente a MYC

Hipodtesis Nula:

5.3 Si E5 modulala cascada de sefializacion de EGFR y E5 reduce la actividad
transformante de Ras entonces el complejo Ras+tRAF+SRC no se vera
afectado en su activacion.

5.4 Si E5 modula la cascada de sefalizacion de EGFR y MYC es activado
durante esta cascada entonces E5 no modula positivamente a MYC
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6. Metodologia.

6.1. Lineas celulares

Se llevaron a cabo los experimentos con las lineas celulares correspondiente a
un pool celular, derivadas de fibroblastos de raton. La linea 3T3 es el control
negativo, EGN+Ras (EWT2bis) es el control positivo, EGNE5 y EGNE5+Ras
(WTES3) son las lineas de interés a estudiar. Los fibroblastos de ratdbn NIH 3T3
se obtuvieron de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). La linea
celular EGFR fue donada por el Dr. Lowy (Lab. Cellular Oncology. NCI, NIH,
Bethesda,MD, EE.UU). Las lineas EGN+Ras (EWT2bis), EGNE5 vy
EGNE5+Ras (WTES3) se obtuvieron como resultado del trabajo de tesis del Dr.
Adolfo Pedroza Saavedra del programa de posgrado “Doctorado en Ciencias

Bioquimicas, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de
México”.

Tabla1. Lineas celulares que expresan las oncoproteinas HPV16 E5 y

Ha-Ras.
Lineas Plasmido
Celulares transfectado Caracteristicas
3T3 Ninguno (linea parental) Fibroblastos de ratén de la linea NIH-
3T3
EWT 2bis pBabe-Ras Linea celular EGFR transfectada con
+R la oncoproteina Ha-Ras activa (G12V
(+Ras) y A59T).
EGNES5 pCDNA-E5 Linea EGFR transfectada con HPV16-
ES5
(ES)
WTES3 pCDNA-E5/pBabe-Ras Linea celular EGFR transfectada con
la oncoproteina HPV16-E5 y Ha-Ras
(ES+Ras) activa (G12V y A59T).
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6.2. Condiciones de cultivo celular.

Para el cultivo celular se utilizaron las lineas celulares 3T3, EWT2bis (+Ras),
EGNES5S(E5) y WTES3(E5+Ras). Las células se cultivaron en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y antibioticos (penicilina-estreptomicina); se incubaron a 37°C con COz2 al
5%. Los experimentos se llevaron a cabo con cultivos celulares con
aproximadamente un 80-90% de confluencia. Estas condiciones aseguran que

los resultados sean reproducibles en todo momento.

6.3. Curva de Proliferacion

Las curvas de crecimiento celular se realizaron sembrando cada linea celular
en 10 cajas de Petri de 35 mm por duplicado a una concentraciéon de 5x104
células/caja. En los tiempos 1, 2, 4, 6 y 8 dias se tomaron dos cajas por cada
linea celular y se tripsinizaron (lavar 3 veces con PBS, agregar 0.5 ml de
tripsina 0.25%, incubar 5 min a 37°C y agregar 0.5 ml de DMEM completo).
Posteriormente se transfirieron las células a tubos eppendorf de 1.5 ml, se
tomaron alicuotas de 25ul de suspension de células + 25ul de azul tripano, se
realizo el conteo por duplicado en la cAmara de Neubauer y se obtuvieron las
concentraciones celulares en cada tiempo (concentracién celular= #celulas
x10% x dilucién = #celulas/ml x104). Los datos obtenidos se graficaron como
tiempo (dias) vs. no. células, con lo que se generaron las curvas de
crecimiento, a partir de aqui se calcularon los tiempos de duplicado y la

densidad de saturacién para cada linea celular.

6.4. Agar Suave

En el ensayo de Agar Suave se cultivo cada linea celular por duplicadoen una
placa de 6 pozos con 1.5 ml de agar base al 1% y 1.5 ml de agar suave al
0.35%. En cada placa de 6 pozos se sembraron por duplicado las diluciones
celulares de 5X104, 5X10% y 5X102 para cada linea celular. Se prepararon
previamente los reactivos: Agar a dos concentraciones: 2% y al 0.7% en agua
MiliQ y DMEM 2X. Se fundié la primera capa con DMEM 2X suplementado
(37°C) + SFB + Agar 2% (42°C) y se dej6 gelificar por 30 a 60 min. Para fundir
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la segunda capa de agar se requirid tripsinizar las células de la linea
correspondiente, realizar conteo celular y tomar un volumen con 150,000
células. El volumen de células se transfirio a un tubo de 15 ml y se centrifug6 2
min a 2000 rpm, posteriormente se resuspendio en 450 ul de SFB en el primer
tubo para luego hacer las diluciones seriadas y obtener las concentraciones de
5X104, 5X103% y 5X102 de células por pozos. Para cada diluciéon se preparé un
tubo de 15 ml con DMEM 2X suplementado (37°C) + Agar 0.7% + SFB con las
células, se mezclé suavemente y se colocd 1.5 ml de la mezcla en cada pozo
(2x), esto se repitié para cada dilucion. El Agar se dejo gelificar por 30 a 60 min
a temperatura ambiente y luego se incubd a 37° C en una camara humeda por
19 dias, y alimentando las células cada tercer dia con 100 pL de DMEM
suplementado. Para realizar la cuantificacion de las colonias, se tifieron con
cristal de violeta 0.0025% en metanol 20%, se incubo por 30 min a temperatura
ambiente y se retir6 la tincion; se tomaron fotografias bajo el microscopio y se

contaron las colonias formadas en cada caja de 6 pozos por cada linea celular
por duplicado.

6.5. Cuantificacién de proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas, primeramente se realiza el lisado celular
para lo cual se expande el cultivo a cajas Petri p100, luego se retira el medio de
cultivo y se lava 3 veces con PBS frio (solucién de buffer de fosfatos) (KClI
2.7mM, KH2PO4 1.5mM, NaCl 150mM, Na2HPO4 8.1mM, pH 7.4), y se lisan
con RIPA buffer (buffer para ensayos de radio inmunoprecipitacion) (PBS 2x,
MgCh 1.5mM, EGTA 0.1mM ph8.0, Ortovanadato Na 200uM ,NaF 100mM,
NP40 0.5%, Desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%) mezclado con coctel de
inhibidores de proteasas (Mini complete de Roche®), por 10 min en hielo. Los
lisados celulares se transfieren a tubos eppendorfy se centrifugan por10 min a

14,000 rpm a 4°C para separar el desecho celular. El sobrenadante se traspasa
a untubonuevo.

Posteriormente, para determinar la concentracion de proteina de los lisados se
utiliza el kit de BCA (Pierce), en donde duplicados de los lisados celulares (5y
10 pL) se colocan en placas de 96 pozos con buffer de lisis y reactivo BCA
(Sulfato cuprico al 4% mas &acido bicinconinico en proporcién 1:50) a

temperatura ambiente por 20-30 min. La reaccion de proteinas se lee en el
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lector de placas de ELISA (OD 570 nm), y las concentraciones se calculan a
través de extrapolar los valores obtenidos con una curva de calibracién de

albimina bovina sérica.

6.6. Electroforesis de proteinas de lisados celulares.

La separacion de proteinas se llevd a cabo por medio de geles de
proliacrilamida (SDS-PAGE) al 125 %. En el gel, se cargan cuarenta
microgramos de lisados celulares preparados (dil 1:5) con buffer de carga para
condiciones reducidas Laemmli 5X (SDS 2%, Glicerol 8.6%, Tris HCI 1M pH 6.8
100mM, azul de bromofenol 0.01%) adicionado con DTT 64.83 mM, para
obtener una concentracion final 1X. Las muestras se hierven por 5 min, se
enfrian rapidamente en hieloy se centrifugan a 14,000 rpm por 30 seg.

Las muestras se cargaron en el gel de poliacrilamida (SDS-PAGE al 12.5%) y
se corrieron por 16 h a 70V. Pasado este tiempo, se extrajo el gel de la camara
de electroforesis y se procedi6 a realizar la transferencia de las proteinas a la
membrana Protran para después llevar a cabo el Western blot, de acuerdo con

lo descrito en la siguiente seccidn.

6.7. Western blot:

Se realizd la técnica de Western blot (WB), la cual permite identificar una
proteina en particular dentro de una mezcla. Una vez que las proteinas se
separan por medio de una electroforesis desnaturalizante o nativaen un gel de
poliacrilamida de acuerdo con su peso molecular, se llevé a cabo la
transferencia de proteinas del gel a una membrana Protran con buffer de

transferencia (Tris-HCL 24mM, glicina 190mM, etanol 20%) en la camara de
transferencia (BioRad) durante 5 h a 200 V, con sistema de enfriamiento.

Después de la transferencia, la membrana se bloqueé por 30 min a
temperatura ambiente (TA) con TBS-T (TBS, 0.05% Tween 20) +BSA 5% +Az.
sodio 0.02%. Luego se realizaron lavados con TBS-T para retirar el exceso y se
incubaron con los anticuerpos especificos de las proteinas de interés (Tabla 2);
para detectar su presencia, su abundancia y su estado de activacion a través
de fosforilacion. Los anticuerpos se diluyeron en TBS-T 0.05 %+ BSA 1 %+ Az.
sodio 0.02% y se incubaron por 16 h a 4°C con agitacién continua.

Posteriormente, se adiciond un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa
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de rabano (HRP) diluido en TBS-T 0.05%+ BSA 1% con agitacion suave por 1
h a TA. Finalmente, el sistema fue revelado por quimioluminiscencia y las

imagenes capturadas en el equipo Odyssey (Licor) 3D,

Tabla 2. Panel de anticuerpos utilizados para la caracterizacion molecular.

ANTICUERPO PESO MOLECULAR MARCA # CATALOGO DILUCION APLICACION
EGFR 170 kDa ZIMED - 1: 1000 Western blot
p-EGFR 170 kDa CELL SIGNALING #9789 1:1000 Western blot
GRB2 25kDa SANTA CRUZ SC-225 1:1000 Western blot
RAS 21kDa LAB-5 - 1:400 Western blot
RAF 75 kDa CELL SGNALING 125528 1: 1000 Western blot
MEK1/2 45 kDa CELL SGNALING 46948 1: 1000 Western blot
p-MEK1/2 45 kDa CELL SGNALING 9154S 1: 1000 Western blot
ERK1/2 45 kDa CELL SGNALING 46965 1:1000 Western blot
p-ERK1/2 45 kDa CELL SGNALING 4370S 1:1000 Western blot
Myc 63 kDa LAB-5 - 1: 1000 Western blot
Myc-nick 50 KDa LAB-5 - 1: 1000 Western blot
PI3K 80kDa CELL SGNALING 425758 1: 1000 Western blot
AKT 60 kDa SANTA CRUZ SC-5298 1: 1000 Western blot
P-AKT 60 kDa SANTA CRUZ SC-7985 1: 1000 Western blot
FoxO3a 75 kDa ABCAM EPR-1950 1: 500 Western blot
P21 20 kDa LAB-5 - 1: 500 Western blot
p-P27 30 kDa ABCAM AB-75908 1:1000 Western blot
Caplaina2 75kDa ABCAM AB39165 1: 1000 Western blot

6.8. Andlisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo mediante estadistica
descriptiva, con el objetivo de discernir las tendencias generales en el
comportamiento de las proteinas evaluadas através de las lineas celulares 3T3
(control negativo), EWT2bis (+Ras), EGNE5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) y para
asegurar la representatividad de estos hallazgos en futuros experimentos. Para
tal fin, se elaboraron graficas de barras que representan la media y el error

estandar (SE) de los valores normalizados, lo que permite una clara
visualizacion comparativa de los grupos experimentales.

Considerando que los experimentos fueron realizados por duplicado y la
distribuciéon de los datos, se aplicé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
para realizar las comparaciones entre las medias de las cuatro lineas celulares
en estudio. Se evalud con un nivel de significancia del 5% (p<0.05) y se empled
el software STATA (version 14).
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7. Resultados.

7.1. Grado de transformacion celular de las lineas que expresan la
oncoproteina E5 de HPV16.

7.1.1 Caracterizacion morfologica de las lineas celulares que expresan E5 de
HPV16.

La morfologia de cada linea celular se observé a través del microscopio
invertido y mediante la toma de microfotografias en sus respectivos frascos de
cultivo (T25) a un 60 a 70% de confluencia. La linea 3T3 (control negativo) son
células fusiformes con prolongaciones citoplasmaticas que pueden ser
relativamente cortas y anchas o bien largas y delgadas con multiples
ramificaciones. Por su parte, las lineas EWT2bis (+Ras), EGNES5 (E5) y WTES53
(E5+Ras) mostraron ser células mas grandes, desorganizadas y vacuolares,
gue forman focos de transformacion, caracteristicas muy diferentes a las 3T3
(Fig.6); destacan las WTE53 (E5+Ras) con un aparente mayor tamafio con

respecto al resto de las lineas celulares (Fig. 7).

3T3 EMZbls‘Ras+|
EGNES(E5 wnss‘ssmas'

Figura 6. Microfotografias de las lineas celulares que expresan E5 de

HPV16. Microfotografias tomadas bajo microscopio invertido Nikon ECLIPSE TS100
a 20X. Se observan las caracteristicas morfoldgicas de las lineas celulares 3T3,
EWT2bis, EGNE5 y WTES3.
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Figura 7: Microfotografiade |la linea WTE53(E5+Ras). Microfotografia
tomada bajo el Microscopio invertido Nikon ECLIPSE TS100 a 20X. Se observan
focos de transformacion de lalinea celular WTES3.

7.1.2 Cinética de proliferacion de lineas celulares que expresan Ras y/o E5 de
HPV16.
Evaluamos la cinética de proliferacion en lineas celulares que expresan Ras y/o

E5 de HPV16 mediante una curva de crecimiento. En cada linea celular se
calculd el Tiempo de Doblaje (TD) en la fase exponencial de la curva y se
obtuvo la Densidad de Saturacion (SD).

Se evalu6 el TD por duplicado en cada experimento, para ello, se cuantifico el
numero total de células en la camara de Neubauer en los tiempos 1,2,4,6y 8
dias. Los datos obtenidos se graficaron en una curvade dispersion y se calculo

el TD en la fase exponencial de las curvas teniendo en cuenta la siguiente

formula:

Nf=No*e" Nf- poblacion final

2=¢" No-poblaciéninicial

In2=rt r- tasa de crecimiento
0.6931=rt t- tiempo

t=0.6931/r TD- Tiempo de duplicacion
TD=0.6931/r
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Se observo que la media del TD para las 3T3 (control negativo) fue de 31.58 h,
y para el control positivo EWT2bis (+Ras) fue de 27.7 h. Interesante fue
observar que en las lineas que expresan E5, el TD fue de 31.0 h paralalinea
EGNES5 (E5) y de 38.6 h para la linea WTES3 (E5+Ras). La linea transformada
con +Ras (EWT2bis) tuvo el menor TD con 12% menos que el control negativo
(3T3), lo cual corresponde a un mayor ritmo de proliferacion; mientras que la
linea WTES3 (Ras+E5) solo disminuyo respecto al control positivo un 9% del

TD. La linea EGNE5 que solo expresa E5 su TD es similar a la del control
negativo 3T3 (Fig. 8).

Tiempo de Doblaje
40+

w
o
1

Tiempo de doblaje (hora)
- N
o o
] ]

3T3 EWT2bis EGNE5 WTE53
(RAS+)  (E5) (E5+RAS)

Figura 8: Tiempo de Doblaje (TD) de las lineas que expresan E5 y control. EITD se calculé
en lafase exponencial de la curva de crecimiento celular. Los valores se presentan como media+ SE, *p
<0.05, #:p < 0.1 marginalmente significativo.n=2

Posteriormente se obtuvo la Densidad de Saturacion, la cual corresponde al
numero de células/ml obtenidos en el dia 8 de cada linea celular. Se observo
qgue el control negativo (3T3) obtuvo el menor nimero de células al octavo dia
del experimento con una media de 1,124,925 cel/ml y el control positivo
EWT2bis(+Ras) obtuvo 2,693,250 cel/ml, siendo la linea celular de mayor
grado de proliferacion con una diferencia significativa respecto al control
negativo. En las lineas que expresan E5 se observé una disminucion de la
densidad de saturacién respecto al control positivo, EGNE5(E5) disminuyo6 31%
y WTES3(E5+Ras) un 47%, observandose unatendencia ala disminucion en la

DS en presenciadel oncogén E5 (Fig. 9).
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Figura 9: Densidad de Saturacion (DS) de las lineas que expresan E5 y control.La DS
corresponde al nimero de cel/ml obtenido al dia 8 en cada linea celular. Los valores se presentan como
media £ SE, *p< 0.05, #: p <0.1 marginalmente significativo.n=2

De acuerdo con los datos obtenidos a partir de las curvas de proliferacion, la
linea 3T3 (control negativo) es la de menor ritmo de crecimiento, lo cual
corresponde con unalinea celularinmortalizada no transformada, mientras que
la linea EWT2bis (+Ras) es la de mayor ritmo de proliferacion (control positivo).
De interés fue observar las lineas que expresan E5, en la linea celular WTE5S3
(E5+Ras), que expresa ambos oncogenes, no se ve aumentado el ritmo de
crecimiento respecto al control positivo, el cual solo expresa el oncogén +Ras
(EWT2bis).La cinética de proliferacion de WTE53 (E5+Ras) respecto a EGNES

(E5) se comporto de forma muy similar, estos resultados sugieren un posible
papel modulador de E5 (Fig.10).
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Figura 10. Curvas de proliferaciéon de las lineas celulares que expresan ESy control. Las

lineas celulares EGNE5, WTE53 y controles 3T3 y EWT2bis se sembraron a una dilucién de 5x10+4
cel/caja p35 por duplicado y se contaron a los tiempos 1, 2, 4, 6 y 8 dias por duplicado cada punto. Las
curvas fueron realizadas con al menos 2 repeticiones. La densidad de saturacion por cada linea celular
esta marcada al final de cada curva. Los valores se presentan como media + SE. n=2

7.1.3 Determinacion de grado de transformacion por medio de crecimiento
independiente de anclaje.

Se evalu6 el grado de transformacion celular por medio del ensayo de agar
suave, en las lineas que expresan E5 (EGNE5 y WTE53 (E5+Ras)) utilizando
las lineas 3T3 (no transformada) y la linea EWT2bis (transformada) como
controles negativo y positivo, respectivamente. El ensayo se realizd por
duplicado para cada linea; se tomaron los valores del ensayo representativo.
Se incubdb por19 dias a 37° C en una camara himeda, se tifieron con cristal de
violeta, para finalmente cuantificar el numero de colonias y tomar
microfotografias, 1o que nos permiti6 calcular el grado de crecimiento

independiente del anclaje (Fig. 11).
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Figura 11: Microfotografias de laformacién de colonias en agar de laslineas celulares

que expresan E5 de HPV16. Laslineas celulares EGNE5 y WTE53 que expresan E5 de HPV16 y las
células control 3T3 y EWT2bis fueron sembradas a una dilucion de 5x104 cel/caja p35 y se dejaron en
incubacion por 19 dias a 37° C con humedad y en atmosferade 5% CO». Las colonias fueron tefiidas con
0.0025% de cristal violeta para su observacion y conteo bajo el microscopio (con tincién). Las
microfotografias fueron tomadas bajo el microscopio invertido Nikon ECLIPSE TS100 a una magnificacion
de 10X, 20Xy 40X respectivamente. n=2

Al realizar el conteo de colonias en agar suave, el control positivo EWT2bis
(+Ras) generd el mayor naumero de colonias con 2,800 en la concentracion de
5x10% cel/ml. En cambio, las células EGNES5 (E5) formaron solo 678 colonias y
las WTES3 (E5+Ras) formaron un total de 1,400 colonias, disminuyendo el
numero de colonias en un 79% y 35%, respectivamente, comparado con el
control positivo EWT2bis (+Ras). Al comparar las células que expresan E5,
observamos que las células EGNE5(E5) son las menos transformadas y las
WTES3 (E5+Ras) a pesar de expresar dos oncogenes, mantuvieron un grado
de transformacion inferior a las EWT2bis(+Ras), las cuales solo expresan el
oncogén +Ras. Las células 3T3 no formaron colonias en ninguno de los

ensayos, ni en las diferentes diluciones en las que fueron sembradas (5x104,
5x103y 5x102) (Fig.12).

35



AGAR SUAVE
4000—

3000

2000—

Colonias en Agar

1000

0
I
3T3 EWT2bis EGNES WTES3
(RASH) (ES) (E5+RAS)

Figura 12: Numero de colonias en agarsuave en lineas que expresan E5 y control. se
realizé el conteo de colonias en agar suave en la dilucion 5x104 Los valores se presentan comomedia +
SE, *p< 0.05, #: p <0.1 marginalmente significativo. n=2

7.2. Modulacién del proceso de proliferacion celular por E5 de HPV16

7.2.1 Regulacion de la proliferacion celular por ES deHPV16 en la cascada
MAP-K

Evaluamos el comportamiento de las proteinas involucradas en la via de
sefalizacion MAP-K en cuatro lineas celulares: 3T3(control negativo),
EWT2bis(+RAS), EGNE5(+E5) y WTE53(E5+Ras), mediante Western blot. Los
experimentos se realizaron por duplicado y los datos obtenidos por
quimioluminiscencia fueron analizados en el equipo Odyssey (LI-COR). Los
datos fueron normalizados respecto a las bandas correspondientes de beta-
actina en cada membrana. Posteriormente, se realiz6 un analisis descriptivo
mediante graficos de barras y un analisis estadistico para evaluar diferencias
significativas entre grupos.

Iniciando el anédlisis en la cascada de sefializacion, se evalué el receptor de
EGF fosforilado en la Tyr (1068) y su forma total, calculandose el indice de
fosforilacion. El valor méas alto se obtuvo en la linea celular que co-expresa Ras
y E5 (WTES3 =0.14) con diferencia estadisticamente significativa respecto al
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control negativo 3T3. En contraste, las lineas celulares EWT2bis(+Ras) y
EGNES5(E5) mostraron indices de fosforilacion similares, de 0.074 y 0.07,
respectivamente. Estos hallazgos sugieren un efecto sinérgico de ambas
oncoproteinas, debido a que la linea WTES3(E5+Ras) presenta

aproximadamente el doble del indice de fosforilacibn que las lineas que
expresan de forma individual E5 o +Ras (Fig.13).
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Figural3. Comparacion de la expresion de la proteina p-EGFR/EGFR.

A) Las lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3 (control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE53
(E5+Ras) fueron analizadas por Western blot la presencia del receptor de EGF total y fosforilado en su
estado estacionario: Actina fue utilizada para normalizar el sistema. B) La intensidad de las bandas del
Western blot de EGFR y pEGFR fue obtenida en pixeles a partir del andlisis en el equipo Odyssey. El
indice de estimulacion del EGFR fue calculado por medio de dividir laintensidad de labandafosforilada
vs. labanda del EGFR total. La grafica de barras muestra el promedio de dos experimentos. Los valores
se presentan como media + SE, *p < 0.05. n=2

La siguiente proteina de la cascada a analizar en las diferentes lineas celulares
fue GRB2, que es un adaptador clave en la transduccién de sefiales en la
cascada MAP-K. Al analizar las bandas de GRB2 del Western blot se observé
gue los niveles de esta proteina fueron similares en las lineas EWT2bis(+Ras),
EGNE5S(E5) y WTES3 (E5+Ras) con 24.5, 24.1 y 22.7 UA respectivamente,
siendo estos valores menores que lo observado en la linea control 3T3 (34.5).

Se observaron diferencias marginalmente significativas entre la linea control
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negativa 3T3 y EGNES5 (E5), lo cual sugiere que la presencia del oncogén E5

esta modulando la expresion de la proteina adaptadora (Fig.14).
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Figura14. Niveles de expresién de la proteina GRB2 en lineas celulares que expresan E5 y RAS.

A) Se evalud la expresion de la proteina GRB2 por Western blot en su estado estacionario en cuatro
lineas celulares de fibroblastos de raton: 3T3 (control), EWT 2bis (Ras*), EGNES5 (E5) y WTES3 (E5+Ras).
Beta-actina fue utilizada para normalizar el sistema. B) La gréafica de barras muestra la sefial relativa de
GRB2, normalizada contra B-actina, a partir de experimentos realizados por duplicado. Los valores se
presentan como media = SE. *p < 0.05. n=2

La siguiente proteina a analizar fue la proteina Ras, que es una GTPasa clave
en la activacion de la cascada de sefalizacion de la via MAP-K. Evaluamos la
expresion de Ras total (endégeno + Ras (G12V y A59T). Observamos escasa
expresion de Ras en la linea 3T3 (control negativo) y una tendencia de mayor
expresion de Ras en las lineas celulares que presentan mutaciones de Ras
(G12V y A59T) llegando a observar estadistica significativa entre las 3T3 y las
WTES3 (E5+Ras). Respecto a EGNE5S(E5S) se observo una tendencia similar a
EWT2bis(+RAS) a pesar de no contar con mutaciones de Ras, lo que sugiere

un efecto estabilizador de E5 sobre RAS (Fig.15).
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Figural5. Deteccién de la proteina RAS en lineas celulares que expresan E5.

A) Laexpresiénde la proteina RAS fue analizada en cuatro lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE53 (E5+Ras) por Western blot. Beta-actina fue utilizada
paranormalizar el sistema. B) La graficade barras muestra la sefial relativa de RAS, normalizada contra
B-actina, a partir de experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media + SEM.
*p <0.05.n=2

La siguiente proteina de la cascada de sefializacion es RAF,unacinasadetipo
serina/treonina que actia como puente entre la activacion de Rasy el resto de
la cascada de sefalizacion MAP-K. Evaluamos la expresion RAF total y
observamos una tendencia a disminuir en las lineas que expresan el oncogén
E5; EGNE5S(E5) y WTES3(E5+Ras) con 1.17 y 1.19 UA, respectivamente, con
respecto a las lineas control 3T3 y EWT2bis con valores de 1.43 y 1.38 UA,

respectivamente (Fig.16).
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Figural6. Expresion de la proteina RAF en lineas celulares que expresan E5.

A) La expresion de la proteina RAF se analizé en cuatro lineas celulares de fibroblastos d e raton: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE5S3 (E5+Ras) en su estado estable por Western blot. B) La
grafica de barras muestra la sefal relativa de RAF, normalizada contra 3-actina, a partir de experimentos
realizados porduplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05. n=2

La siguiente proteina en la cascada es MEK, la cual es fosforilada y activada
por RAF; luego MEK fosforila y activa a ERK, por lo que su activacion es
esencial para el paso de transduccion de sefiales al nucleo para estimular el
ciclo celular. Al analizar los resultados del Western blot para MEK se observo
que el indice de fosforilacion tuvo la mayor disminucion en las células que
expresan RAS y E5 por separado (0.15 y 0.058 UA, respectivamente), siendo
las diferencias entre el control negativo 3T3 y EGNES5 (E5) estadisticamente
significativas, sin embargo, este indice se recuperdé o no disminuyé en gran
proporcion en las células que expresan RAS+E5 (0.26 UA), esto con respecto a
las células control 3T3 (0.39 UA) (Fig. 17).
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Figural?7. Comparacion de la expresién de la proteina p-MEK/MEK

A) La expresion de la proteina p-MEK/MEK en cuatro lineas celulares de fibroblastos de raton: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE53 (E5+Ras) fue evaluada por Western blot. B) La gréafica
de barras muestra el indice de activacion (Unidades Arbitrarias) de MEK, normalizado contra $-actina, a
partir de experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05.
n=2

La proteina ERK es la ultima cinasa de la cascada MAP-K. Una vez activada,
se transloca al nucleo, donde fosforila diversos factores de transcripcion. En
nuestro ensayo, las células no transformadas (3T3) presentaron un indice de
fosforilacion de 0.49 UA. En contraste, las lineas celulares EWT2bis(+Ras),
WTES3 (E5+Ras) y EGNES5(E5) mostraron una marcada disminucion en este
indice, con valores de 0.10, 0.03 y 0.12 UA, respectivamente. Esta reduccion
fue particularmente notable en la linea EGNE5 (E5), la cual presenté una
disminucién estadisticamente significativamente respecto al contol negativo
(3T3) (Fig.18).
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Figural8. Comparacion de la expresidn de la proteina p-ERK/ERK.

A) La expresion de la proteina p-ERK/ERK en cuatro lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE53 (E5+Ras) fue evaluada por Western blot. B) La grafica

de barras muestra el indice de activaciéon (Unidades Arbitrarias) de ERK, normalizado contra 3-actina, a

partir de experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05.
n=2

Por otra parte, la proteina MYC se encuentra estrechamente relacionada con la
via MAP-K, actuando como uno de los efectores transcripcionales claves que
son fosforilados por ERK en residuos especificos (Ser 62) aumentando su
estabilidad y capacidad transcripcional. ERK puede activar otros factores
transcripcionales que inducen la expresion de c-MYC. En el ensayo de Western
blot con las lineas celulares en estado estable se obtuvo un aumento de la
expresion c-MYC en las lineas celulares oncogénicas: EWT2bis(+Ras), EGNES5
(E5) y WTES3 (E5+Ras) respecto a la linea control 3T3. El aumento de la
expresion de c-Myc en las lineas que expresan E5 y/o Ras resulta interesante

dado que hasta este punto se observaba una modulacion a la baja de la via
MAP-K en estas lineas celulares (Fig.19).
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Figural9. Comparacion de la expresion del factor transcripcional c-MYC.

A) Laexpresion de la proteina c-MYC se analiz6 en cuatro lineas celulares de fibroblastosde raton: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) en su estado estable por Western blot. B) La
grafica de barras muestra la sefial relativa de c-MYC, normalizada contra B-actina, a partir de
experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media £ SEM. *p < 0.05. n=1

7.2.2 Influenciade E5 de HPV16 en la cascada PI3K/AKT y en otras proteinas
queintervienen en el ciclo celular (p21, p27 y CALPAINA-2)

La proteina PI3K desempefia un papel fundamental al activar AKT de forma
indirecta a través de la produccion de PIP3, desencadenando funciones como
la supervivencia celular, proliferacion, metabolismo y diferenciacion celular. En
el ensayo realizado se observé un aumento relativo de la expresion de PI3K en
las lineas EWT2bis (+Ras) y EGNE5 (E5) respecto al control negativo con
valores de 0.8 y 0.9 UA respectivamente; inesperadamente en la linea celular
WTES3 (E5+Ras) se observé una disminucion de la expresion de PI3K con 0.3

UA respecto al resto de las lineas celulares (Fig.20).
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Figura20. Comparacion de la expresién de la proteina PI3K.

A) La expresion de la proteina PI3K se analiz6 en cuatro lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE5S3 (E5+Ras) en su estado estable por Western blot. B) La
grafica de barras muestra la sefal relativa de PI3K, normalizada contra 3-actina, a partir de experimentos
realizados porduplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05. n=2

La proteina AKT es fosforilada por PDK1 en el residuo The308, activandola
parcialmente y luego es fosforilada por MTORC2 en el residuo Ser473
completando su activacion. En el ensayo evaluamos la expresion total de AKT
y su fosforilacion en el residuo Ser473 y obtuvimos un indice de fosforilacion
disminuido en las lineas celulares que expresan el oncogén E5 (EGNE5 y
WTES3) respecto a las lineas controles :3T3 (control), EWT2bis (+Ras); con
31.2% y 11.6% indice de fosforilacion respectivamente, siendo mas marcada la
disminucién en lalinea que expresa ambos oncogenes: WTE53 (E5+Ras) dado
que presenta una diferencia marginalmente significativa respecto al control
positivo EWT2bis(+Ras) (Fig.21).
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Figura21. Comparacion de la expresion de la proteina p-AKT/AKT.

A) La expresion de la proteina p-AKT/AKT en cuatro lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE53 (E5+Ras) fue evaluada por Western blot. B) La grafica
de barras muestra el indice de activacién (Unidades Arbitrarias) de AKT, normalizada contra $-actina, a
partir de experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05.
n=2

FOXO es un factor transcripcional que al ser fosforilado por AKT en residuos
especificos (Thr24, Ser256, y Ser319 en FOXO3) causa el secuestro de FOXO
en el citoplasma. En condiciones de estrés celular o ausencia de sefial de

proliferacion, AKT no se activa, lo que permite que FOXO3A se transloque al
nucleoy se transcriban genesinhibidores del ciclo celularcomo p21 y p27.

En el ensayo realizado se observa una mayor expresion de FOXO3A en la
linea celular WTE53 (E5+Ras), lo cual corresponde con su bajo indice de
fosforilacion en AKT (Fig. 22). Posteriormente evaluamos la expresion de p21
el cual es un gen regulador del ciclo celular inducido por FOXO3A vy
observamos un aumento escalonado en las lineas EWT2bis (+Ras), EGNE5

(E5) y WTES3 (E5+Ras) lo cual se corresponde con el indice de fosforilacién
observado en AKT y de expresion de FXO3A (Fig. 23).

45



A FOXO3A

0.5+

0.4—

0.2

UA Relativa a p-actina

0.1—

0.0-
3T3 EWT2bis EGNE5 WTES53
(RAS+) (E5) (E5+RAS)

FOXO3A 75 kDa

45 kDa

B-actina

Figura22. Comparacién de la expresién de la proteina FOXO3A.

A) La expresion de la proteina FOXO3A se analiz6 en cuatro lineas celulares de fibroblastos de raton: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) en su estado estable por Western blot. B) La
grafica de barras muestra la sefal relativa de FOXO3A, normalizada contra B-actina, a partir de
experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media = SEM. *p < 0.05. n=2
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Figura23. Comparacion de la expresiéon de la proteina p21.

A) La expresién de la proteina P21 se analizd en cuatro lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) en su estado estable por Western blot. B) La
graficade barras muestra la sefial relativade P21, normalizada contra 3-actina, a partirde experimentos
realizados porduplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05. n=2
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La proteina p27 es un inhibidor de quinasas dependiente de ciclina (CDK), la
fosforilacion de p27 en la tirosina 187 marca a la proteina para su degradacion
proteosomal, lo que favorece la proliferacion celular descontrolada. En nuestro
ensayo, se evalud la expresion de p27 fosforilado en Tyrl87 [p27(p-T187)],
observandose un aumento en las lineas celulares que expresan los oncogenes
E5 y/o RAS: EWT2bis (+Ras), EGNES5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) respecto a la
linea no oncogénica 3T3 (control negativo). Notablemente, la linea WTES53
(E5+Ras) mostré aproximadamente el doble de expresion de p27(p-T187)
respecto a las 3T3 (control negativo) con valores estadisticamente
significativos, lo que sugiere una mayor degradaciéon proteosomal de p27.
Estos resultados respaldan la implicacion de esta via en la proliferacion y
transformacion celular observadas en nuestros cultivos de Agar Suave (Fig.
24).
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Figura24. Comparacion de la expresion de la proteina p-p27.

A) La expresién de la proteina P27 se analizd en cuatro lineas celulares de fibroblastos de ratén: 3T3
(control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) en su estado estable por Western blot. B) La
grafica de barras muestra la sefial relativa de P27, normalizada contra B-actina, a partir de experimentos
realizados porduplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05. n=2

Finalmente, la proteina CALPAINA2, también conocida como CAPN2 es una
proteasa heterodimera que pertenece a la familia de las calpainas, que
requiere iones de calcio para su activacion. La CALPAINA2 se integra en
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importantes cascadas de sefializacion como las vias ERK y PI3K/AKT; en
nuestros ensayos observamos un aumento de su expresiéon en la linea celular
EWT2bis (+RAS), en cambio, las lineas celulares que expresan el oncogén E5:
EGNES5 (E5) y WTES3 (E5+Ras) se comportaron de forma similar a las 3T3
(control negativo) (Fig. 25).
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Figura25. Comparacion de la expresion de la proteina CALPAINA-2.

A) La expresion de la proteina CALPAINA-2 se analiz6 en cuatro lineas celulares de fibroblastos de
ratén: 3T3 (control), EWT2bis (Ras*), EGNE5 (E5) y WTE53 (E5+Ras) en su estado estable por Western
blot. B) La gréafica de barras muestra la sefial relativa de CALPAINA-2, normalizada contra B-actina, a
partir de experimentos realizados por duplicado. Los valores se presentan como media+ SEM. *p < 0.05.
n=2
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8. Discusion

8.1 Grado de transformacion celular de las lineas que expresan la oncoproteina
E5 de HPV16.

Dentro de las funciones de la oncoproteina E5 de HPV 16 se ha observado que
permite el reciclaje del EGFR, de ahi su estrecho vinculo con la cascada de
sefializacion MAPK (24, En este estudio identificamos los elementos de la
cascada de sefializacion de EGFR/RAS/MAPK que estan siendo modulados
por la proteina E5. Inicialmente evaluamos si la expresion de los 3 genes
E5/EGFR/RAS por separado y/o juntos inducen transformacion en lineas
celulares de raton. Confirmamos la actividad transformante del control positivo
de células que expresan +RAS/EGFR (EWT2bis) observado a través del
reducido TD, la mayor Densidad de Saturacion y un alto nimero de colonias en
agar, lo cual corresponde con la sobre expresion del EGFR y las mutaciones
activadoras (G12V y A59T) en RAS, estas Ultimas asociadas con actividad

mitogénicay potencial transformante [Voice et al.,1999]. (2

Sin embargo, células que expresan E5+Ras (WTE53) mostraron una
disminucién en la proliferacion y una reduccion del 35% en su poder
transformante, en comparacion con el control positivo (EWT2bis). En el caso de
las células que expresan E5 (EGNEDS), estas se comportaron similar a las 3T3
(control negativo), es decir, células que expresan solo E5 mostraron escasa
transformacion celular. La expresion de E5 no genero transformacion
significativa por si sola y en presencia de Ras se observo un comportamiento
atipico ya que se esperaba que la presencia de dos oncogenes generara una
sinergia y se incrementara la actividad transformante, sin embargo, lo que se
observo fue una inhibicion del proceso de transformacion generado por Ras.
Esto sugiere que, E5 de HPV16 esta modulando negativamente la proliferacion,
lo cual se observd en las alteraciones en la cascada de sefializacion de las
MAPKs en donde Ras esta involucrada. Nuestros resultados coinciden con los
publicados por Cardoso y colaboradores (2015), que demostraron que la
activacion de la via MAPKs se encuentra atenuada en células de queratinocitos

inmortalizadas HaCaT que expresan E5 de HPV16(").
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8.2 Modulacioén del proceso de proliferacion celular por E5 de HPV16.

8.2.1 Regulacion de la cascada de MAPKSs por E5 de HPV16.

Los resultados obtenidos muestran una regulacion compleja y multifactorial de
la cascada de MAPK en respuesta a la expresion de los oncogenes E5y Ras.
En primer lugar, observamos un aumento en la activacion del EGFR en las
lineas celulares que expresan E5 y/o Ras lo cual concuerda con multiples
reportes en la literatura que demuestran que E5 de HPV16 aumentalos niveles
de EGFR en la superficie celular ( Crusiusetal., 1998 , Pim et al., 1992, Straight et
al., 1993, Tomakidi et al., 2000 )(33:34.35.36) | o novedoso en nuestros hallazgos fue
encontrar que no solo existe un aumento en la expresion del receptor, sino que
también aumenta su activacion especificamente en la Tyrl068, la cual es la
encargada del reclutamiento de GRB2 (Growth factor receptor-bond protein 2)
para activar la via de RAS-RAFy las MAPK G7),

La proteina GRB2 es un adaptador intracelular esencial en la transduccion de
sefiales de la via MAPK (38), En nuestros ensayos se observo una reduccion
aproximada del 30% en los niveles de GRB2 en las lineas celulares
EWT2bis(+Ras), EGNE5(E5) y WTE53 (E5+Ras) con respecto a las 3T3
(control negativo). Esto, a pesar de que se observé activacion del EGFR en la
Tyrl068 importante para la union con GRB2. Se hareportado que niveles bajos
de esta proteina regulan negativamente a SOS-1, reduciendo asi la sefial de la
cascada de RAS-MAPK (Zarich, et al., 2006) (39,

"Goldilocks Principle": este concepto sugiere que debe haber un nivel preciso,
"justo" de sefializacion oncogénica para una aptitud tumoral éptima; muy poca
sefalizacion no es suficiente para impulsar el cancer, pero demasiada es
perjudicial y desencadena senescencia. Este fendmeno de precisién se ve
reflejado en nuestros experimentos. Las mutaciones en ciertos componentes

de la misma via suelen ser mutuamente excluyentes "Exclusividad mutua“. Por

ejemplo, las mutaciones de KRAS y BRAF rara vez coexisten en la misma
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célula cancerosa, probablemente porque la sobreactivacion de la via
RAF/MEK/ERK provoca senescencia o apoptosis, un mecanismo que impide la
actividad concurrente de oncogenes en la misma via (49, Estos conceptos se
ven reflejado en nuestro estudio con la disminucién de los niveles GRB2 y el

aumento de la expresion y la activacion de EGFR.

El analisis de Ras evidencid que los niveles de expresion de esta proteina
fueron mayores en las lineas que expresan E5, esto se observé incluso en la
linea EGNES5 (E5), la cual no esta transfectada con Ras mutante. También
cabe resaltar que E5 podria estar favoreciendo un entorno intracelular que
aumenta la expresion o estabilidad de Ras, posiblemente mediante la
activacion sostenida del EGFR. Dado que nuestro estudio carece de ensayos
funcionales directos (por ejemplo, inhibicién farmacoldgica, silenciamiento

génico o analisis dinamicos de actividad enzimatica) es necesario ensayos
posteriores para corroborar nuestro analisis.

A partir del andlisis de la via de sefializacion MAPKs, observamos que en
células que expresan solo E5(EGNED), la expresion de RAF y la activacion de
MEK y ERK disminuyeron considerablemente en comparacion con las células
que expresan solo +Ras (EWT2bis). Este fendmeno sugiere que E5 interfiere
negativamente en la sefializacion por debajo de RAS; lo cual puede estar dado
por el desvié de la sefal hacia otras vias como PI3K/AKT (sobrevida) o por
mecanismos de retroalimentacién negativa activados por la hiperestimulacion
de EGFR, lo que contribuiria a una menor eficiencia en la transmision de la
seflal a lo largo de la cascada de MAPKs. Interesante fue observar que la
actividad positiva de RAF-MEK-ERK se recupera completamente cuando se
introduce Ras activado a las células WTE53 (E5+Ras), lo que sugiere que el
bloqueo de la sefial de E5 sobre la cascada esta por encima de Ras. Este
resultado es contradictorio con lo previamente reportado para papiloma de
Rhesus (mono) en donde se demostr6 que E5 es un activador del Ras

enddgeno, esto en células 3T3 transfectadas con E5 (Ghai, et al., 1996) (1), Sin
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embargo, el efecto de E5 sobre Ras en el sistema de HPV no ha sido reportado

previamente.

A pesar de la disminucion de la actividad de la via MAPK a partir de RAF en las
células que expresan E5, se observd un aumento en la expresion de c-MYC, lo
cual fue mayor en las células que expresan E5+Ras (WTE5S3). El incremento en
los niveles de c-MYC en células que expresan E5 concuerda con el nivel de
transformacion observado en estas lineas celulares; ademas, se sugiere que la
regulacién de c-MYC podria ocurrir de manera independiente de la via MAPK.
Es posible que E5 favorezca la estabilidad de la proteina c-MYC inhibiendo su
degradacién. Este patron apunta a una regulacién oncogénica compleja y
multifactorial en el contexto de la transformacién celular inducida por E5. Dada

las limitaciones en el tamafio de muestra del ensayo es necesario mas estudios
para corroborar nuestro analisis

8.2.2 Influencia de E5 de HPV16 en la cascada PI3K/AKT y en proteinas
inhibitorias del ciclo celular (p21 y p27).

Los resultados obtenidos revelan que la expresion del oncogén E5 de HPV16
impacta significativamente en la cascada PI3K/AKT. Los datos obtenidos
muestran que E5 y Ras por separado aumentan los niveles de PI3K y la
actividad de AKT, aunque lo hace en menor proporcion E5, lo cual es
consistente con la activacion esperada de esta via en presencia de estos
oncogenes; dado que E5 de HPV16 promueve la activacion de EGFR,
favoreciendo asi la actividad de la via PIBK/AKT y de esta forma la via de
sobrevida de las células y proteccion contra apoptosis como se ha reportado
previamente (Zhang, et al., 2015) 2. Por otro lado, EWT2bis (+Ras) puede
inducir la expresion de PI3K indirectamente a través de c-MYC (aumentado en
esta linea celular). Sin embargo, células que expresan E5+Ras (WTES3)
mostraron una disminucion de mas del 50% de los niveles de PI3K y de la
actividad de AKT, estos resultados podrian interpretarse con resultados de dos
conceptos explicados anteriormente: Goldilocks Principle y Mutual Exclusivity;

cuyo objetivo final es evitar la muerte celular.

Por otra parte, es posible también que E5 al inducir una sobre expresion de

PI3K, pero con una reducida activacion de AKT, podria estar favoreciendo la
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activacion de cinasas similares a AKT como SGK (Serum and Glucocorticoid-
regulated Kinases) o factores transcripcionales como NF-KB que se ha

reportado se encuentra aumentado en HPV163), sin embargo, esto es una
hipdtesis que requiere ser estudiada en ensayos posteriores.

FOXO es un factor transcripcional que al ser fosforilado por AKT en residuos
especificos (Thr24, Ser256 y Ser319 en FOXO3) (4445.46) gcasiona que FOXO
sea retenido en el citoplasma. En condiciones de estrés celular o ausencia de
sefales de proliferacion, AKT no se activa, lo que permite que FOXO3A se
transloque al nucleo, permitiendo la transcripcién de genes inhibidores del ciclo

celularcomo p21y p27®“7,

En nuestro estudio se observdé un aumento en la expresion total de FOXO3A en
células que expresan E5+Ras (WTES53), que junto con el bajo indice de
activacion de AKT podria permitir una mayor proporcion de FOXO3A activa,
presumiblemente nuclear. Nuestros experimentos se realizaron en lisados
celulares totales y, por lo tanto, no permiten determinar directamente la
localizacién subcelular de FOXO3A. Sin embargo, dado que p21 es una diana
transcripcional de FOXO3A, esta hipotesis se ve respaldada por los resultados
obtenidos en donde la expresion de p21 se encuentraaumentadaen laslineas
celulares que expresan E5 y/o RAS, lo que nos da una medida indirecta de la

actividad de FOXO3A en el nacleo. Sin embargo, esto debe ser corroborado
por fraccionamiento celular.

En nuestro modelo celular observamos un aumento en los niveles de p21 junto
con un aumento en la fosforilacion de p27(p-T187), lo que sugiere un
incremento en la degradacién de esta proteina, ya que la fosforilacion de la
treonina 187 la marca para su degradacion por la via del complejo SCF-SKP2
(S-phase kinase-associated protein 2), permitiendo asi la progresion del ciclo
celular (Wang, et al., 2008) (“8), Esta combinacién sugiere un mecanismo de
regulacion dual del ciclo celular en respuesta a la activacion oncogénica
inducida por E5, RAS y su combinacion. El aumento en la expresion de p27-
Thrl87, que favorece su degradacion proteosomal, implica una remocion del
freno del ciclo celular. La pérdida de p27 facilita la activacion de los complejos
Cyc D/CDK4-6 y CycE/CDK2, permitiendo la progresiéon de la fase Gl a Sy
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favoreciendo la proliferacion celular descontrolada, caracteristica del fenotipo
transformado. La combinacion de estos hallazgos indica que, aunque existe
una sefial de freno proliferativo a través del aumento de p21, las células
compensan este efecto promoviendo la degradacion de p27, lo cual permite
mantener un fenotipo proliferativo. Este mecanismo puede ser clave en la
transformacion celular observada en nuestros ensayos de proliferacion vy

crecimiento independiente del anclaje (4950

8.2.3 Influencia de E5 de HPV16 en el comportamiento de la CALPAINA-2

Posteriormente decidimos evaluar el comportamiento de la proteina
CALPAINA-2 la cual pertenece a una familia de cisteina proteasa dependiente
de calcio (Ca?*) (28), esto debido a que E5 es una viroporina; y se ha reportado
que las viroporinas pueden modular la entrada y salida de iones (1051, En
nuestros ensayos se observé un aumento de la expresion de CALPINA-2 en
células que expresan solo +Ras (EWT2bis), mientras que las que expresan
solo E5 presentaron niveles de CALPAINA-2 semejantes a lo observado en
células 3T3 (control negativo). Dado que la activacion sostenida de la
CALPINA-2 puede conducir a una protedlisis excesiva y apoptosis, es posible
que E5, en su papel transformante module negativamente este sistema
proteolitico para favorecer la supervivencia celular. Sin embargo, cuando se
evaluaron los niveles de CALPAINA-2 en células que expresan E5+Ras
(WTES3), se observo que los niveles de CALPAINA-2 se redujeron en un 30%
comparados con las células que expresan solo +RAS(EWT2bis). Esto sugiere

un efecto antagonista de E5 sobre cierta parte de la cascada de sefializacion
de Ras, lo queindica unainteraccion compleja entre ambos oncogenes.

Nuestro estudio arrojo como resultado el complejo entramaje que desarrolla E5
de HPV16 en diferentes puntos criticos como la via de sefializacion de MAPK,
la via PI3K-AKT, los reguladores del ciclo celular (p21 y p27) y la cisteina
proteasa dependiente de calcio (CALPAINA-2) para evitar la muerte celular. E5
no debe entenderse como un oncogén transformante clasico, sino como un
modulador contextual de la sefalizacion oncogénica dependiente de EGFR
capaz de potenciar o amortiguar el fenotipo transformado segun el estado basal
de la célula.
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9. Conclusiones

9.1 E5 de HPV16 como modulador negativo de la proliferacién celular

-Los resultados muestran que las lineas celulares que expresan E5 (EGNE5 y
WTES3) presentan unadisminucion en la cinética de crecimientoy en el grado

de transformacion en ensayos de agar suave, en comparacion con la linea
EWT2bis que solo expresa el oncogén Ras.

9.2 Modulacién del receptor EGFR y su impacto en la cascada MAPK

-La oncoproteina E5 de HPV16 modula la sefializacion del EGFR vy altera el
equilibrio de la cascada MAPK, promoviendo proliferacion celular vy
transformacion parcial, aunque con efectos compensatorios y no lineales en

presenciade RAS.

9.3 E5 de HPV16 en la cascada PISK/AKT

-E5 de HPV16induce un aumento en la expresion de PI3K, pero no se traduce
en unaactivacion efectiva de AKT, sugiriendo una modulacion parcial de la via
PI3K/AKT y la posible activacion de rutas alternativas como SGK o NF-kB.

-E5 de HPV16 promueve la acumulacién de FOXO3A y la expresion de p21, lo
gue sugiere activacion de mecanismos de control del ciclo celular; sin embargo,
también favorece la fosforilacion y degradacion de p27, contribuyendo al

desequilibrio proliferativo en células transformadas.

9.4 E5 de HPV16y el comportamiento de la CALPAINA-2

-La expresion de E5 de HPV16 no induce un aumento en los niveles de
calpaina-2, lo que sugiere que esta oncoproteina no activa rutas dependientes
de protedlisis mediada por calpaina, a diferencia de Ras, que si promueve su
expresion.
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10. Limitacionesy Perspectivas del Estudio

El presente estudio presenta limitaciones que deben considerarse al interpretar
los resultados. Los anélisis realizados se basan principalmente en laevolucion
de cambios en niveles de expresion y fosforilacion proteica, lo que nos permitié
identificar asociaciones y tendencias relacionadas con la presencia de E5 en
HPV16.

EL namero de réplicas experimentales representan una limitacion estadistica,
dado que nuestro trabajo corresponde a un estudio de caracter preliminar y
exploratorio, debido a las restricciones de tiempo para su desarrollo, no fue
posible realizar un mayor nimero de repeticiones en todos los experimentos,
algunos resultados presentan valor de significancia marginal (p<0.1), los cuales

siguieren tendencias, pero no son concluyentes.

Dado nuestras limitaciones en el estudio dentro de las perspectivas futuras de
nuestro trabajo se incluyen la realizacion de estudios con un mayor tamafio
muestral, con el fin de confirmar y fortalecer las tendencias observadas.
Asimismo, serd4 necesario incorporar aproximaciones experimentales
funcionales, tales como la inhibicién farmacoldgica, el silenciamiento génico o
el analisis dinamico de la actividad enzimatica, que permita evaluar de manera
directa el impacto bioldgico de E5 en HPV16 y profundizar en los posibles
mecanismos moleculares involucrados. Estas estrategias contribuiran a validar
y ampliar los hallazgos aqui descritos, fortaleciendo su valor estadistico y

biolégico.
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vYoTvQPyP9tBgiSza3r5DL0yxJOtMIOCDmcai3H/r6q37+0Yk3SM1joS 1KYzCpmg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

nokxs07rf

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/CuF JbBIVE TjUmQhJ3VsnXqznJKOtI3ad
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FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Coordinacion General de Posgrado

ESTADO DE MORSLOS

Cuernavaca, Morelos, 20 de enero de 2026,

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facutad de Medicina

Presente

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis:
Caracterizacion de la cascada de sefializacion que utiliza la oncoproteina E5 de HPV16, el
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y Ras durante el proceso de transformacion
celular, que para obtener el grado de Maestria en Medicina Molecuar me propordond la alumna Lisandra
Gomez Mata. Le comunico gue su contenido es adecuado v sufidents, por lo gue de acuerdo al arficulo 74
ckl Reglamento Gereral de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agadezoo la invitaddn a partidpar en este programa educativo, reiterando ademés mi
dsposiddn para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro parficdar por el momento, reciba
un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Ivan Martinez Duncker Ramirez

Cdle Iztaccihudl esq. Lefieros s/n, Col. Los Yolcanes Quernavaca, Mor., Cuernavaca Morelos, México, CP ] N7
ﬂ 62350, L/\I A "\‘

Tel. (777) 329 7048, | m edicina@uaem .m x
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2023-2029
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electronica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" numero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electronico

IVAN MARTINEZ DUNCKER RAMIREZ | Fecha:2026-01-20 16:01:14 | FIRMANTE

€S4f+zZRdGVEQzQrO2Douh7rrurdXkcy HJQFshwDSpVJKB3nN2/ITVLDIcip9MMCOXGzACO9V 7tXufdl J83YVPZHC3 TXG4w/pFWrKFnUhSoXZrwOQGGePNJhevY TieblryzsWIJT
/pKnri8LbVzPqJdYYVRb3VRMSfZWgQm9+QjkDgP81vdI5d YXFVV2ccOaXzcaw1+dI9Vp6T2yAZfeQOa3bc8u3LUolLFg TxOiMY GnlLi+onRHHIn3MiS0mnT6uks6p5QQHd pGgM
YbtQUDWLX5e3f6J9HTFRD+RNfkIShTZwmN5lcVcuw1EIHvJ1HSimXaBFCIVZ5hiVx/HVd Tg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

jUMamvDFO

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/9QOIDIGMYRi01GL5eGgfu2G1hQ5J6Cyb

UAEM

RECTORIA
2023-2029

r



FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD ALTGNOMA DEL Coordinacién General de Posgrado

ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 03 de dciembre de 2025.

Dr. Lorenzo Diaz Carrillo
Director de la Facutad de Medicina

Presente

Estimado Dr. Diaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el frabajo de Tesis:
Caracterizacion de la cascada de serializacion que utiliza la oncoproteina E5 de HPVI1G6, el
receptor del factor de crecimiento epidermal {EGFR) y Ras durante el proceso de transformacion
celular, que para obterer el grado de Maestria en Medicina Molecuar me propordond la alumna Lisandra
Gomez Mata. Le comunico gue su contenido es adecuado v sufidents, por lo gque de acuerdo al articulo 74
el Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

K Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agadezoo la imvitadon a partidpar en este programa educativo, reiterando ademéas mi
dsposicidn para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro paricdar por el momento, reciba
un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Maria de Lourdes Gutiérrez Xicotencatl

Cdle Iztacchuadl esq. Lefieros s/n, Col. Los Yolcanes Quernavaca, Mor., Cuernavaca Morelos, México, CP | N/
em 62350, L/\' A "\"

Tel. (777) 329 7048, | m edicina@uaem .m x

— RECTORIA
——
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electronica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" numero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electronico

MARIA DE LOURDES GUTIERREZ XICOTENCATL | Fecha:2025-12-03 14:49:01 | FIRMANTE
HEWh4LmZ+Ruz51uNKD/19rl+VTHnWuwAFBhdBda+5¢hpg604C5xBhO0io2azq8okPLIMZH85PmMO4KY5vIT549IvhJVaMvReKM41bJf6dItwid+Subs62HcSOuaw2c9ta02c/Y 32
A08525Qq72CaK9/+W37SOAqnQDDeTFj9PCIYEl+LqRRMN+aFR69dpv9IRObpL3QuwHxXAbSARIQLbKmM8mIGnUBqqL WoHHyoXA4DBjJ7DFD51ene9Dv1S/Y TcZ9y033Vy66G4
zXdB6iRkAJhvGZvtjgpVClcjQe+1pW7/Tuc22EiW4AGxMZBO3wSkKOvSa+G7Y gfSyRVsEa4+HMi6Ng==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

WRyUCOLTi
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