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Resumen

Diversos estudios han demostrado que la hipermetilacion del DNA es una de las
principales alteraciones que curren con mayor frecuencia en el establecimiento del
carcinoma cervical. Ya de ha demostrado que la oncoproteina E6 del VPH
promueve la expresion de las DNA metiltransferasas via dependiente de p53.
Ademds, se ha informado que la presencia de variaciones en la secuencia de
nucledétidos que codifican a la oncoproteina E6 del VPH, les podria conferir distinto
potencial oncogénico; por lo tanto, las distintas variantes de E6 podrian tener un
efecto diferente en la regulacion de la actividad de las DNA metiltransferasas y con
ello en la regulacién de la expresion via metilacién. En nuestro estudio evaluamos
el efecto de la expresion de las variantes de la oncoproteina E6 del VPH-16 en la
expresion y metilacion de genes regulados negativamente en procesos celulares
caracteristicos del cancer. Para determinar este efecto, analizamos el estado de
metilacion de los promotores de los genes mediante PCR-SM con previa
modificacion del DNA con bisulfito de sodio y determinamos el nivel de expresiéon
de los genes antes y posterior a un agente demetilante (5-AzaDC). Nuestros
resultados muestran, que la expresion de la oncoproteina E6 puede modular la
expresion de los genes TNRFS10A, PCDHB3, CLND11 y CDH13 mediante la
alteracion en los patrones de metilacién de sus promotores. En conjunto nuestros
datos sugieren que las variantes de la oncoproteina E6 tienen diferente capacidad

para regular la metilacion y expresion de estos genes.

Palabras clave: Metilacion del DNA, Oncoproteina E6, Variantes, VPH-16.



Abstract

Several studies have shown that DNA hypermethylation is one of the main
alterations that occur with greater frequency in the establishment of cervical
carcinoma. The VPH E6 oncoprotein has already been shown to promote the
expression of DNA methyltransferases via the p53-dependent pathway.
Furthermore, it has been reported that the presence of variations in the nucleotide
sequence encoding the VPH E6 oncoprotein could confer different oncogenic
potential; therefore, the different E6 variants could have a different effect on the
regulation of DNA methyltransferase activity and thus on the regulation of expression
via methylation. In our study, we evaluated the effect of the expression of the E6
oncoprotein variants of VPH-16 on the expression and methylation of negatively
regulated genes in cellular processes characteristic of cancer. To determine this
effect, we analyzed the methylation status of the promoters of the PCR-SM genes
with previous modification of the DNA with sodium bisulfite and we determined the
expression level of the genes before and after a demethylating agent (5-AzaDC).
Our results show that the expression of the E6 oncoprotein can modulate the
expression of the TNRFS10A, PCDHB3, CLDN11 and CDH13 genes by altering the
methylation patterns of their promoters. Taken together, our data suggest that the
E6 oncoprotein variants have different capacities for regular methylation and
expression of these genes.

Keywords: DNA methylation, E6 oncoprotein, Variants, VPH-16.
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1. Introducciéon

El carcinoma cervical (CC) es el cuarto tipo de cancer mas comun que afecta a las
mujeres alrededor del mundo; con 339,022 muertes de acuerdo a la Ultima
actualizacion del Globocan en 2020. Ya se ha demostrado que el principal factor de
riesgo que contribuye al desarrollo de esta patologia es la infeccion persistente con
genotipos virales de alto riesgo del Virus del Papiloma Humano (VPH-AR) como el
VPH-16 y el VPH-18 [1,2]. El mecanismo de oncogenicidad de los VPH-AR se debe a
la accién de las oncoproteinas virales E6 y E7 [3,4]; en conjunto alteran diversas vias
de sefalizacion que contribuyen al desarrollo del cancer, como la diferenciacion
celular, la respuesta inmune, el ciclo celular, la apoptosis, la migracion y la adhesion
celular [5-8].

Una de las principales alteraciones que ocurren frecuentemente en el establecimiento
y progresion de CC es la hipometilacion global de oncogenes y de elementos
transponibles; asi como la hipermetilacion localizada de islas CpG asociadas a la
region promotora de genes supresores de tumor (TSG) y de los genes involucrados en
los procesos de regulacion de la proliferacién celular, apoptosis, adhesion célula-
célula, angiogénesis, invasion, metastasis y la reparacion del DNA [9,10]. La metilacion
del DNA constituye uno de los principales mecanismos epigenéticos que participan en
la regulacion de la expresién de genes [11]. El proceso de metilacién del DNA es
catalizado por las DNA metiltransferasas (DNMT’s), una familia de enzimas
conformado por DNMT1, DNMT3a y DNMT3b que transfieren un grupo metilo (-CHs)
de la S-adenil metionina (SAM) al carbono 5 de las citocinas en dinucleétidos CpG
para formar 5-metilcitocina (5mC) [12, 13]. Por lo que alteraciones en el funcionamiento
y en la regulacion de las DNMT’s conducen a su actividad aberrante [14].

La hipermetilacion del DNA promueve la formacion de complejos represores de la
transcripcion como MeCP1ly MeCP2, el reclutamiento de proteinas con dominio de
union a los CpG metilados (MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4), deacetilasas de histonas
(HDAC1 y HDAC2) e histonas metiltransferasas (SETDB1) [15-17]. La formacién de

estos complejos de proteinas induce la remodelacion de la cromatina y la formacion
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de obstaculos alostéricos, que evitan la union de los factores de transcripcion a sus
promotores diana evitando asi la expresion [18].

Numerosos estudios han sugerido que las variaciones en la secuencia de nucleétidos
gue codifican el gen E6 podrian influir en el potencial oncogénico del virus, al modificar
la afinidad de union a proteinas celulares blanco y de esta manera contribuir de manera
distinta al riesgo a desarrollar CC [19-21]. Se ha reportado que la infeccion por
variantes asiatico-americanas de VPH-16 incrementa el riesgo de desarrollar CC de
manera temprana, promoviendo un alto grado de hiperplasia con células altamente
proliferativas en comparacién con las variantes europeas [22, 23]. Asi mismo, otro
estudio revelé que la variante E-G350 promueve la inmortalizacion y la regulacion
negativa de E-Cadherina en mayor proporcion que las variantes E-Prototipo y AA-a en
un modelo de queratinocitos transducidos [24]. En el sur de México se reportd que las
variantes de la oncoproteina E6 del VPH-16 mas prevalentes en esta region geogréfica
(E-G350, AA-a, AA-c, E-C188/G350 y E-A176/G350) son capaces de modificar los
perfiles de expresion de genes codificantes involucrados en eventos clave para el
desarrollo tumoral, siendo las variantes E-G350 y AA-c las que tuvieron mayor efecto
[25]. También se ha reportado, que la oncoproteina E6 del VPH-16 es capaz de regular
positivamente la expresion de las DNMT’'s a través de la degradacion de p53 via
proteasoma [26]. Se ha demostrado que p53 regula negativamente la expresion
DNMT’s al formar un complejo represor con el factor de transcripcion Spl y otras
proteinas modificadoras de la cromatina en la region promotora de las DNMTS; por lo
gue E6 al promover la degradacion de p53 libera a la proteina Spl y propicia el
aumento en la transcripcion de las DNMT’s conllevando a la metilacién aberrante del
DNA [27, 28].

En estudios realizados previamente en el laboratorio, se encontr6 que células
transfectadas con las variantes AA-a, E-G350 y E-Prototipo desregulan en mayor
proporcion mecanismos celulares que favorecen el desarrollo tumoral en comparacion
con las demas variantes. Sin embargo, se desconoce la via molecular por la cual es
afectada la expresion de genes relacionados. También se encontr6 que las variantes
E-G350, AA-a y E-A176/G350 de E6 del VPH-16 incrementan la expresion de las

Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes
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DNMT’s en comparacion a las demas variantes. A la fecha no existen estudios que
evaluen el efecto de las variantes de E6 del VPH-16 en el perfil de metilacion de genes.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la expresiéon de las
variantes de la oncoproteina E6 del VPH-16 en la expresion y metilacion de genes

regulados negativamente en procesos celulares caracteristicos del cancer.

2. Materiales y métodos

2.1 Recopilacion de datos y Andlisis de los niveles de expresidén de genes en las
variantes

Los datos crudos de expresion, se recuperaron del repositorio de datos genémicos

GEO (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) con numero de acceso GSE73761; este

conjunto de datos incluye datos de 16 cultivos celulares con las siguientes condiciones
experimentales: Células C33-A no transfectada (WT) y C33-A transfectadas con:
1) Mock, 2) Variantes de E6 del VPH16: E-Prototipo, E-G350, E-A176/G350, E-
C188/G350, AA-a y AA-c por duplicado. Las intensidades de sefial de matriz
descargadas (.CEL) se normalizaron utilizando robust multiarray analisis (RMA) para
corregir las sefiales de fondo. Para definir los niveles de expresion diferencial entre las
variantes y C33-A/Mock los datos normalizados se procesaron utilizando la consola de
analisis de transcriptoma (TAC.4.0.1) de Afflymetrix. Los genes con un Fold Change
21.5 0 < -1.5 y con un valor de p<0.05 se consideraron significativamente alterados
entre las condiciones. Para eliminar el posible sesgo asociado a la transfeccion fueron
eliminados aquellos genes que se alteraron entre C33-A/WT Vs C33-A/Mock. Los
genes se reanotaron utilizando BioMart. Para identificar los procesos biologicos donde
participan los genes subexpresados por las variantes de E6 utilizamos el software

DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp). Se consider6 significativo cualquier

proceso con una puntuacién de enriquecimiento superior a 0.5.

2.2 Cultivo celular

Las células C33-A transfectadas establemente con el gen E6 del VPH-16 de las
variantes AA-a, E-A176/G350 y E-G350 fueron cultivadas en medio Dulbecco's
Modification of Eagle's Medium (DMEM) (Corrning Subsidiary Manassas, USA, Cat.

Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes
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No. 50-003-PBR), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FSB) (Byproductos,
México), 1% de estreptomicina/penicilina (CAISSON LABORATORIES Inc., USA, Cat.
No. PSLO1) y 1% de geneticina G418 (EMD Millipore corp., USA, Cat. No. 345812).

Los cultivos se mantuvieron a 37°C con 5% de COs..

2.3 Cuantificacion del mRNA por RT-gPCR

El RNA fue extraido de las células transfectadas usando el reactivo TRizol® LS
Reagent (Ambion® by Life Technologies™, Cat. No. 10296028, USA). El cDNA se
obtuvo por transcripcidn reversa utilizando 500 ng de RNA, enzima SuperScript™ ||
(200 U/pl), DTT (4ul) (INVITROGEN, Thermo Fisher Scientific, Cat. No 18080-044,
USA) vy oligo dT (0.5 ug/ul) (Thermo Scientific, Cat. No. MAN0013109, USA). Para
llevar a cabo la amplificacion y cuantificacion de los genes se realiz0 qRT-PCR
empleando SYBR®Green (Thermo Scientific, Cat. No. K0222, USA.), y el sistema
QuantStudio 3 Real-Time PCR Systems de Applied Biosytem utilizando los primers
descritos en la tabla suplementaria 1. Los valores de expresién relativa fueron
obtenidos mediante el método 2-22<, ajustados a la expresion del gen enddgeno
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

2.4 PCR sensible a metilacion

Para determinar el estado de metilacion de los genes TNRFS10A, CDH13, CLDN11y
PCDHB3 se realiz6 PCR-SM. En resumen, se modificaron 2 ug de DNA genémico con
bisulfito de sodio utilizando el kit EZ DNA Methylation-GoldTM Kit (Zymo Research;
Irvine, CA, USA). La SM-PCR se realiz6 utilizando Amplitag Gold Master Mix (Applied
Biosystems; Foster City, CA, EE. UU.) De acuerdo con el protocolo del fabricante. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion, 95°C durante 10 min; para los
genes TNRFSF10A y CLDN11 la TM fue de 63°C, para CDH13 60°C y PCDHB3 58°C
con una extension final de 72°C durante 5 min a 38, 37, 40 y 35 ciclos respectivamente.
Las secuencias de los primers utilizados se muestran en la tabla suplementaria 2. Los
productos de la PCR-SM fueron visualizados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio. El analisis

densitométrico se realizé con el software Image Studio Lite Ver 5.2
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2.5 Tratamiento con 5-aza

Las células bajo las condiciones de cultivo descritas en el punto 2.2 fueron sometidas
a tratamiento con 10 puM/mL de 5-azaDC (Sigma-Aldrich, Cat. No. A3656-10MG, USA)
durante 72 horas, cambiando el medio cada 24 horas, se utilizd el vehiculo

correspondiente como control.

2.6 Andlisis de datos de metilacion de genes de las variantes.

A partir de los datos de metilacion normalizados obtenidos del arreglo Infinium
MethylationEPIC BeadChip (lllumina, Inc) de cada una de las variantes en estudio.
Seleccionamos los valores 3 de cada una de los sitios CpGs correspondientes a los
11 genes subexpresados. Los datos de la localizacion genémica de cada sitio CpG se

obtuvo del portal de lllumina (https://www.illumina.com/). Para determinar los perfiles

de metilacion de cada uno de los genes, los sitios CpGs se ordenaron de acuerdo a su

distribucion y se grafico el nivel de metilacion.

2.7 Andlisis de datos de metilacion y expresion del TCGA

Los datos de expresion y metilacion normalizados de muestras de CC positivas a VPH
se recuperaron del proyecto TCGA-CESC contenidos en el repositorio de datos del
TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/). Fueron seleccionados Unicamente los datos

pertenecientes a las muestras positivas a VPH-16, las cuales fueron subclasificadas

de acuerdo al linaje europeo o asiatico-americano correspondiente.

2.8 Analisis estadistico

Se determinaron diferencias estadisticamente significativas con la prueba de ANOVA
en STATA V.13, mediante un andlisis utilizando la prueba de comparacion multiple de
Dunnette y mediante la prueba t-student considerando un valor de p<0.05 como

significativo.
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3. Resultados

Las células C33-A/E-G350y C33-A/E-A176/G350 modulan diferencialmente el
transcriptoma de C33A por efecto de la expresion de E6

Para evaluar el perfil de expresion de genes codificantes en células C33-A inducidos
por la expresion de E6 del VPH-16, se realiz6 un analisis exploratorio de los datos de
expresion contenidos en el repositorio de datos genémicos GEO con numero de
acceso GSE7376; se seleccionaron Unicamente los datos de expresion
correspondientes a las variantes E-G350, E-A176/G350 y AA-a debido a que
previamente se encontré que las células que expresan estas variantes contenian altos
niveles de expresion de las DNA Metiltransferasas DNMT1, DNMT3A y DNMT3B
(Datos no mostrados). Al realizar la comparacion de los perfiles de expresion
encontramos que las variantes del linaje europeo alteraron la expresion de un mayor
namero de genes; la variante E-G350 altero la expresion de 3,054 genes de los cuales
1,852 se encuentran sobreexpresados y 1,202 subexpresados; la variante
E-A176/G350 alteré 2,519 genes (1,411 genes sobreexpresados y 1,108 genes
subexpresados), por su parte la variante AA-a Unicamente altero la expresion de 1,491
genes encontrandose 843 y 648 genes sub y sobreexpresados (Fig.1A). Asi mismo,
para analizar que efecto tiene la expresion de E6 sobre la disminucidn en la expresion
de genes, fueron seleccionados los genes subexpresados por las variantes en estudio,
se encontro que la expresion de E6 de las variantes E-G350, E-A176/G350 y AA-a
promueven la disminucién en la expresion de 348, 190 y 82 genes respectivamente y

434 genes compartidos como se muestra en el diagrama de Veen (Fig.1B).
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Figura 1: Perfil de expresion global de genes codificantes inducido por las variantes de la
oncoproteina E6 del VPH-16 frente a Mock. (A) Las oncoproteinas E6 de las variantes difieren en su
capacidad para aumentar o disminuir la expresién de genes en células C33-A. Las variantes E-G350 y
E-A176/G350 alteran la mayor cantidad de genes (1852 Vs. 1202 y 1411 Vs. 1108 respectivamente).
(B) Las variantes de oncoproteina VPH16 E6 disminuyen diferencialmente la expresion de genes en
células C33-A contra Mock. Los diagramas de Veen muestran el numero de genes unicos y compartidos
gue disminuyen su expresion entre las células que expresan las variantes de oncoproteina E6 y Mock.

Los genes subexpresados por el efecto de la expresién de E6 de variantes del
VPH-16 estan involucrados en procesos relacionados con el cancer

Con el proposito de dilucidar cuales son los procesos bioldgicos relevantes asociados
a los genes subexpresados por el efecto de la expresion de E6, realizamos un analisis
de enriguecimiento utilizando la base de datos DAVID. El analisis de enriquecimiento
mostro que los genes subexpresados por las variantes se encuentran involucrados en
diferentes procesos relacionados con el desarrollo tumoral como la via de sefializacion
Whnt, la regulacion positiva de la actividad de las GTPasas, la transduccion de sefiales,
la regulacion de la migracion y motilidad celular, la regulacion de adhesiones focales y

adhesion célula-célula. (Fig. 2).
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Figura 2: Enriquecimiento de los procesos biolégicos de los genes subexpresados por las
variantes de E6 del VPH-16. El andlisis de enriquecimiento de vias, revela la participacion de los genes
subexpresados en vias se sefalizacién y procesos celulares frecuentemente desregulados en el
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grafico muestra en el eje X las tasas de cambio en el enriquecimiento de procesos hiolégicos. El tamafio
del circulo representa el nimero de genes involucrados y el color indica la tasa de falsos
descubrimientos (FDR).Todos los procesos biolégicos representados en el grafico presentarén un valor
de p <0.05.

Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes



Efecto de la expresiéon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del
VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesién, migracién e invasion celular

La oncoproteina E6 de variantes del VPH-16 promueve el silenciamiento de
genes involucrados en adhesion, migracion e invasion celular, via metilacion de
sus promotores

Para validar los datos obtenidos en el analisis exploratorio de expresion,
seleccionamos un grupo de 20 genes involucrados en los procesos celulares de
adhesién, migracién e invasion celular para su evaluacién mediante PCR en Tiempo
Real. Encontramos que la expresion de la oncoproteina E6 de las tres variantes en
estudio promovié disminucion en la expresion de 11 genes de los 20 genes
seleccionados (ANXA2, TNFRSF10A, TKT, FAT1, SFRP2, FOXAl, CDH13, CLDN11,
DOCK1, THBS1 y PCDHB3) con respecto a la linea control Mock; de los cuales E6 de
la variante AA-a fue la Unica que disminuyo la expresion de los genes SFRP2, CDH13
y CLDN11. Por otro lado, E6 de la variante E-G350 disminuyo exclusivamente al gen
DOCK1 mientras que E6 de la variante E-A176/G350 lo hizo con THBS1 y PCDHB3
(Fig. Suplementarias 1-3).

Con la finalidad de comprender si el mecanismo molecular responsable de la
disminucion en la expresion de los 11 genes es debido a un proceso de metilacion
aberrante por la desregulacion de la actividad de las DNA Metiltransferasas,
analizamos los perfiles de metilacién de la regién promotora de cada uno de los 11
genes utilizando los datos obtenidos a partir del microarreglo de metilacion Infinium
Methylation EPIC Bread Chip. Encontramos que de los 11 genes subexpresados,
Unicamente TNRFS10A, PCDHB3, CDH13 y CLDN11 mostraron cambios evidentes
en los niveles de metilacién en su region promotora, en comparacién con el control

(Fig. Suplementarias 4-14).

Para corroborar si las variaciones observadas en los perfiles de metilacion influyen en
el nivel de transcripcion; determinamos los niveles de metilacién y expresion en cada
una de las lineas celulares transfectadas con las variantes en estudio. Encontramos
gue la oncoproteina E6 independientemente de la variante propicia el aumento en la
metilacion del promotor de TNRFS10A (Fig.3A) y la disminucién de su expresion
(Fig. 3B). Tambien observamos, que las variantes AA-a y E-A176/G350 promovieron

el aumento de la metilacion del promotor de CLDN11 (Fig. 3C); interesantemente, la
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o

metilacion inducida por la variante E-A176/G350 promovio la transcripcion de CLDN11,
mientras que en las celulas C33-A/AA-a no se pudo detectar su expresion (Fig. 3D).
Con respecto a los promotores de los genes PCDHB3 y CDH13 encontramos
disminucién en sus niveles de metilacion y una elevada transcripcion de sus RNAs
mensajeros, a excepcion de la variante E-A176/G350 donde no encontramos cambios

en comparacion con el control. (Fig. 3E-3H).
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Figura 3: Niveles de metilacion y expresiéon de los genes TNRFS10A, PCDHB3, CLDN11ly
CDH13 establecidos por las variantes de E6 del VPH-16. (A,B) TNRFS10A. (C, D) CLDN11. (E, F)
PCDHB3 (D) CDH13.Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-qPCR y normalizados con el
gen GAPDH. El nivel de metilacion fue determinado por densitometria de los productos generados a
partir de las PCR-SM de cada uno de los genes, los productos fueron revelados en gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio. Los datos de expresion y metilacion se reportaron con media y error
estandar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba estadistica utilizada para la
comparacion de medias fue ANOVA de una via y la comparaciéon multiple de Dunette p<0.05 (*p<0.05,
**p<0.25, **p<0.01, ****p<0.001)

Continua en la siguiente pagina la figura 3...
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Efecto de la expresion de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del
VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesion, migracién e invasion celular

El tratamiento con 5-Azacytidine revierte la regulacion negativa de la
transcripcion causada por la metilacion inducida por las variantes de E6 del VPH-
16

Con el fin de comprobar si la metilacion de la region promotora inducida por la
expresion de las variantes de E6 es responsable de regular la actividad transcripcional
de los genes TNRFS10A, CLDN11, PCDHB3 y CDH13; se trataron a las celulas en
cultivo con 5-Azacytidine (5-AzaDC) y se midio la actividad transcripcional antes y
despues de las 72 horas de tratamiento. Encontramos que despues del tratamiento
con la 5-AzaDC, la expresion de los genes TNFRS10A y PCDHB3 aumento su
expresion en todas las celulas transfectadas con EG6 (Fig. 4Ay 4C).

Interesantemente el tratamiento demetilante condujo a la pérdida de la expresion de
los genes CLDN11y CDH13 en las celulas con a las variantes E-G350 y E-A176/G350;
por el contrario, las celulas con la variante AA-a aumentaron los niveles de expresion

de ambos genes tras el tratamiento (Fig. 4B y 4D).
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Figura 4: Expresion de los genes TNRFS10A, PCDHB3, CLDN11y CDH13 post-tratamiento con
5-AzaDC. Las celulas transfectadas con las variantes de E6 se trataron con 10 pM/ ml de 5-AzaDC
durante 72 horas. Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-gPCR y normalizados con el gen
GAPDH. Los datos de expresién se reportaron con media y error estandar de tres experimentos
independientes por triplicado. La prueba estadistica utilizada para la comparacion de medias fue t-
student p<0.05 (*p<0.05, **p<0.25, ***p<0.01, ****p<0.001).
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El promotor de los genes TNRFS10A, PCDHB3, CLDN11 y CDH13 se encuentra
metilado y se correlaciona con la disminucion en su expresion en muestras de
cancer cervical

Con el proposito de validar nuestros resultados, se analizaron datos de muestras de
CC pertenecientes al proyecto TCGA-CESC, analizamos los datos de expresion y
metilacion. Unicamente comparamos los datos correspondientes a las muestras
positivas a VPH-16 (n=99) las cuales, se clasificaron en variantes europeas (n=89) y
variantes asiatico-americanas (n=10). En las muestras positivas a las variantes
asiatico-americanas encontramos un mayor nivel de metilacion en la region promotora
y menor expresion de los genes TNRFS10A (Fig. 5A), PCDHB3 (Fig. 5B) y CDH13
(Fig. 5C) en comparacion con las variantes europeas. Por el contrario, la metilacion
del promotor del gen CLDN11 es mayor en las muestras positivas a las variantes
europeas, mientras que el nivel de expresion es menor que en las variantes asiatico-

americanas (Fig. 5D).
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Figura 5: Niveles de metilacién y de expresion entre variantes Europeas Vs. Asiatico-americanas en muestras del TCGA-CESC positivas
a VPH-16. El nivel de metilacion se expresa como valores beta, y los niveles de expresion como log2 RPKM. La prueba estadistica utilizada para
la comparacién de medianas fue t-student considerando un valor de p<0.05 como significativo.

Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes

14
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VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesién, migracién e invasion celular

Asi mismo, con el objetivo de investigar el efecto que ejerce la metilacion sobre la
expresion de los genes, hicimos un analisis de correlacion. Encontramos que en todos
los genes la metilacion ejerce una regulacion negativa sobre la transcripcion debido a

gue conforme aumentan los niveles de metilacion, la expresion disminuye (Fig. 6).
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Figura 6: Correlacion de la metilacion del DNA con la expresion de genes. Se graficaron los datos
de metilacién y de expresion de las muestras de tejido de CC del TCGA-CESC de cada uno de los
genes evaluados (A) TNRFS10A. (B) PCDHB3. (C) CDH13. (D) CLDN11. Se representa en el eje de
las “Y” el nivel de metilacién de la region promotora como valores 3. En el eje de las “X” se representa
el nivel de expresidon como el logaritmo de las lecturas por kilobase de transcritos por millones de lectura
mapeadas en el RNAseq (Log2 RPKM). La prueba estadistica utilizada fue el coeficiente de correlacion
de Pearson considerando un valor de p<0.05 como significativo.
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Efecto de la expresiéon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del
VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesién, migracién e invasion celular

4. Discusion

A pesar de que se conoce que el principal factor de riesgo para el desarrollo de la CC
es la infeccién persistente de genotipos virales de alto riesgo del VPH; y que la
alteracién de las vias de sefializacion que contribuyen al desarrollo del cancer es por
la accidén conjunta de las oncoproteinas virales E6 y E7 [29,30]; alin se desconoce en
su totalidad los mecanismos moleculares empleados por los VPH-AR para modular

estas alteraciones.

Nuestros resultados muestran que las variantes E-G350 y E-A176/G350 promueven la
alteracién de la expresién de un mayor numero genes en comparacion a la variante
AA-a. Ya se ha reportado que la oncoproteina E6 pueden regular diferencialmente la
expresion de genes reguladores del ciclo celular, asi como de GST, a través de
diversas vias de sefalizacion que integran tanto la promocion de la degradacion del
MRNA, la inhibicién de la transcripcion y la traduccion, contribuyendo asi al desarrollo
de la CC [31-33]. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la expresion de las
variantes de oncoproteina E6 modulan diferencialmente la transcripcion de genes

codificantes.

Diversos estudios han evaluado el papel de la oncoproteina E6 en el aumento en la
expresion de genes [34-36]; por el contrario, pocos estudios han evaluado su papel
con respecto a los genes subexpresados [37]. Recientemente se reporté que la
oncoproteina E6 es capaz de regular la expresion las DNMT's a través de una via
dependiente de p53 [38,39]. Sugiriendo que uno de los posibles mecanismos por los
gue E6 pueda estar modulando la expresion de genes es a través de la regulacion de
los cambios en los patrones de metilacion. Interesantemente en un analisis realizado
en el laboratorio, se encontré que las variantes en estudio promueven el aumento en
la expresion de las DNA metiltransferasas DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. Con base en
estos antecedentes, se decidid analizar el estado de metilacion de los genes
subexpresados por efecto de la expresion de la oncoproteina E6 de las variantes
AA-a, E-G350 y la E-A176/G350 del VPH-16.
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Efecto de la expresiéon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del
VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesién, migracién e invasion celular

En primer lugar, investigamos cuales son los procesos celulares relacionados con los
genes que disminuyeron su expresion. El analisis de enriquecimiento reveld que los
genes subexpresados por las variantes estaban implicados en la regulacién de
procesos celulares que con frecuencia se encuentran alterados en cancer tales como:
a) la via se sefalizacidbn Wnt, b) la migracion y motilidad celular, c) la regulacién de
adhesiones focales, d) las adhesiones célula-célula, e) la regulacion de la actividad de
las GTPasas entre otros. Diversos estudios han demostrado que los procesos
celulares descritos anteriormente son los principales mecanismos moleculares que se
ven alterados de forma temprana en el desarrollo y progresion de la carcinogénesis

cervical, asi como en otros tipos de cancer [40-44].

Para validar los datos obtenidos en el analisis exploratorio, seleccionamos 20 genes
subexpresados por E6 implicados principalmente en los procesos de adhesion,
migracion y motilidad celular con el fin de determinar sus niveles de expresion. De los
20 genes seleccionados Unicamente encontramos que disminuyeron su expresion 11
genes (ANXA2, TNFRSF10A, TKT, FAT1, SFRP2, FOXA1, CDH13, CLDN11, DOCK1,
THBS1 y PCDHB3) independientemente de la variante de E6 del VPH-16 respecto al

control.

Debido a que la metilacion en la region promotora se ha relacionado estrechamente
con el silenciamiento y la disminucion en la expresion de genes [45,46]; fue de nuestro
interés evaluar si las variantes del VPH-16 estaban promoviendo la subexpresion de
los genes a través de la metilacion. Por lo tanto, analizamos los diferentes patrones de
metilaciéon en cada uno de los promotores de estos 11 genes. Encontramos que
Unicamente en los genes TNRFS10A, CLDN11, PCDHB3 y CDH13 hubo cambios
evidentes. Diversos reportes en diferentes tipos de cancer han demostrado que la
expresion de estos 4 genes se encuentra regulada via metilacion en su region
promotora dentro de los que se incluyen el cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer

de cabeza y cuello, esofago y cancer hepatocelular [47-49].

Con el fin de comprobar si las variaciones observadas en los perfiles de metilacion

influyen en la transcripcion de los genes medimos los niveles de metilacion, asi como
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de expresion antes y posterior al tratamiento con un agente demetilante de cada uno
de los 4 genes. Encontramos que el promotor del gen TNRFS10A que codifica al
receptor de muerte 4 (DR4), involucrado en la via extrinseca de la apoptosis [50], se
encuentra metilado en todas las condiciones independientemente de la variante de
VPH-16; ademas, de que la metilacion tiene como consecuencia la disminucion en su
expresion. Ya se ha reportado previamente en medulomas, glioblastomas y en
carcinoma gastrico que el promotor de TNRFS10A en se encuentra metilado y al igual
gue en nuestro modelo de estudio, tiene como consecuencia la disminucién de su
expresion; ademas, el incremento en los niveles de metilacion se ha relacionado con
la progresion de la enfermedad a un estado mas agresivo [51-53]. Debido a que se ha
demostrado ampliamente la participacion del gen TNRFS10A en la promocion de la
apoptosis via extrinseca tras un estimulo de muerte [54], los resultados obtenidos
sugieren fuertemente que las variantes del VPH-16 inducen la disminucion de su
expresion via metilacion y posterior al tratamiento con 5-azaDC aumenta. Este
mecanismo pudiera estar generando un estado de resistencia a la muerte tras
estimulos extrinsecos [55,56]. Sin embargo, a pesar de la evidencia sefialada no hay
estudios suficientes que demuestren los mecanismos de regulacion en la expresion de
este gen, por lo que es necesario la realizacion de mas estudios para llegar a

conclusiones mas especificas.

Al analizar los resultados con el gen CLDN11, los resultados sugieren que las variantes
E-A176/G350 y AA-a promueven el aumento en la metilacion de su promotor;
interesantemente, al medir los niveles de expresién, Unicamente la variante AA-a logro
disminuir la cantidad de su RNA mensajero. Esto pudiera deberse a que el ligero
aumento en el nivel de metilacion promovido por la variante E-A176/G350 no fue
suficiente para ejercer un efecto negativo sobre la expresion; sin embargo, no
podemos descartar otros posibles mecanismos de regulacion que pudiesen estarse
llevando a cabo por la accién de E6. En estudios con cancer colorrectal se ha
observado que la metilaciéon de CLDN11 se ha asociado a la metastasis y escasa
sobrevida de los pacientes [57]. Asi mismo, en cancer gastrico la metilacion de

CLDNA11 se ha relacionado con la disminucion en su expresion [58]. CLDN11
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pertenece a la familia de las claudinas, una agrupacion de proteinas transmembrana
gue forman parte importante de las uniones estrechas [59]; por lo que al estar metilado
y disminuida la expresion por la variante AA-a, pudiera indicarnos que esta variante
podria tener una mayor capacidad de migrar e invadir; sin embargo, aun faltan realizar

mas estudios para demostrarlo.

Con respecto al gene CDH13; se encontr6 que Unicamente variantes europeas
mostraron un aumento en la expresion del gen al disminuir la metilacion del promotor;
por el contrario, en las células C33-A/AA-a no se detectd el mensajero (a pesar de
mostrar también disminucion en la metilacion). Interesantemente, al realizar el
tratamiento con la 5-AzaDC, la expresion de CDH13 se restaur0 en las células con la
variante AA-a; por el contrario, en las células transfectadas con las variantes europeas
el mensajero de CDH13 no fue detectado. Estos resultados discordantes entre las
variantes pudieran sugerir que para el gen CDH13 la regulacion de la expresion via
metilacion es dependiente de la variante. También es posible que para que se exprese
el gen sean necesarios otros factores, ademas de cierto grado de metilacién. Ya se ha
reportado que la metilacion aberrante en el promotor de CDH13 en el carcinoma
primario de pulmon de células no pequefias tiene como consecuencia la regulacion
negativa de su expresion y se encuentra asociada con la progresion tumoral [60]. Asi
mismo, también se ha reportado que la disminucion en la expresion de CDH13 se
correlaciona negativamente con la hipermetilacion en su promotor encontrdndose esta
relacion con mayor frecuencia en los adenomas hipofisiarios invasivos en comparacion
a los no invasivos [61]. También se ha reportado que en tejidos de cancer colorrectal
la metilacion del promotor CDH13 es mayor que en los tejidos premalignos, normales
y adyacentes al tumor [62]. Con respecto al CC Unicamente se ha reportado que la
hipermetilacion de CDH13 en muestras de suero podria ser empleado como un
marcador predictivo para seleccionar a los pacientes con CC con alto riesgo de recaida
tras un periodo de remision [63,64].

En el caso del gen PCDHB3, posterior al tratamiento con la 5-AzaDC observamos un
incremento en la expresion del gen en las células transfectadas con las variantes del

VPH-16. Este resultado sugiere que la regulacion de la expresion de PCDHB3 es
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dependiente de la metilacién. Ya se ha reportado en lineas celulares de cancer de
higado, de pulmon, endometrio, de cancer de cabeza y cuello, asi como de CC, que el
promotor de PCDHB3 se encuentra metilado y tras el tratamiento con la 5-AzaDC se
restauran los niveles de expresion [65]. Sin embargo, al analizar el estado de
metilaciébn y expresion por variante, encontramos que la variante E-A176/G350
propicio un ligero aumento en la metilacion de su promotor que fue suficiente para
inducir la disminucién en su expresion. Estos datos sugieren que sutiles variaciones
en los niveles de metilacion podrian ser suficientes para generar un efecto negativo en

la expresion de genes.

Finalmente, mediante el uso de los datos de metilacion y expresion contenidos en el
repositorio del TCGA, realizamos un analisis de correlacion. Seleccionamos
Unicamente las muestras correspondientes al proyecto TCGA-CESC positivo a VPH-
16. Encontramos que, para los genes TNRFS10A, CLDN11, PCDHB3 y CDH13 los
niveles de expresion se correlacionan negativamente con los niveles de metilacion.
Estos resultados sugieren que en CC la expresion de los genes se encuentran

regulados via metilacion de su promotor.
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5. Conclusién

Estos resultados muestran que la oncoproteina E6 de las variantes del VPH-16 altera
la expresion de genes a través de la regulacion del estado de metilacién; afectando de
esta forma diferentes vias involucradas en la carcinogénesis y el mantenimiento de la
estabilidad celular por lo que es muy probable que el papel de E6 en la progresion de
CC sea mediado en parte por la metilacién de estos genes.

21
Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes



Efecto de la expresiéon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del
VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesién, migracién e invasion celular

6. Perspectivas

Determinar la expresion de los genes analizados a nivel proteina.

= Evaluar mediante ensayos de luciferasa el efecto de la metilaciébn en el promotor
de estos genes.

= Analizar el efecto de la metilacion en la unién de factores de transcripcion y
complejos remodeladores de la cromatina en este sistema de transfectantes.

= Evaluar el efecto de la metilacion de estos genes en un modelo de xenoinjertos.
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Anexos

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la RT-gPCR

] ] Tamairio del
Secuencia de los primers

amplificado

Foward: 5 -CTCGAGCCCATACTTCAAGG- 3’

CDH13 Reverse: 5"-AAGGAGCCCTGGATGTCTTT-3 60°C 159 pb

Foward: 5 -GTGGTGGAGATGACTGAAGCC-3’

ANXAZ I Reverse: 5-CCACGGGGACTGTTATTCG 3 61°C 110pb

Foward: 5 -TTTCCCGCAGAAGATGTACC-3’

CDH22 Reverse: 5 -GATGATGGCCTCCTGAGTGT-3' 60°C 193 pb

Foward: 5 -CAGGCTGACAGTGACCAAGA-3’

PCDHI7  Mreverse: 5 - TCAGAATGACCAAGCACTCG-3" 60°C 164 pb

Foward: 5 -CCAGTTTGCATTTGGATGTG-3’

SFRP1 Reverse: 5-GGTCAGAACGGCCAGTATGT-3" 60°C 187 pb

rrpy  |FOward: 5-GCCTCGATGACCTAGACGAG-3 60 C 152 o
Reverse: 5-GATGCAAAGGTCGTTGTCCT-3' P

Foward: 5 -CAACCACATGCAGAGTGGAC-3’

PCDHS Reverse: 5-GGCAGTGACGTGCTCTTACA-3’ 60°C 159 pb

Foward: 5 -TAACATGGCTGGTTTGTCCA-3 ]
FATL  "Reverse: 5-CCAGTGGGACATTCCTGTCT-3 60°C 158 pb

Foward: 5-GCAATACTCGCCTTACGGCT-3" R
FOXAL Reverse: 5-TACACACCTTGGTAGTACGCC-3’ %8 °C 120 pb

EDNRB Foward: 5-CCTTCTGGAGCAGGTAGCAG-3 60 °C 176 ob
Reverse: 5-GTCTTAGTGGGTGGCGTCAT-3" P

cLoniL | Foward: 5-TGGGAGCCTCATAAAGATGG-3 w0 c 160 oh
Reverse. 5 -CCTGGCCCTCAACTTACAAA-3' P

Foward: 5-AGAGAGAAGTCCCTGCACCA3’ :
TNFRSF10A I verse: 5-GTCACTCCAGGGCGTACAAT -3 60°C 154 pb

Foward: 5-GCAGAAACCCAGAGCTGAAC-3’

THBS4 Reverse: 5 -AGAGCATGGCAGTTCTTCGT-3' 60°C 164 pb

Foward: 5 -CATCTCCGAGAGCAACATCA-3

KT Reverse: 5 -TTGTATTGGCGGCTAGTTCC-3' 60°C 182 pb

Foward: 5 -TATTCTTCTTGCGCATCGTG-3’

ROBO2 Reverse: 5-CTCCAGCTGCCACTACAACA -3 60°C 174 pb

Foward: 5 -AATCCGGAAGGGAGAGAAAA-3

DOCK1 Reverse: 5-TGATCTTGTCGTTCGTCAGC-3’ 60°C 188 pb

Foward: 5 -CTTCCTTCCCTCCCTGTACC-3’

FEZF2  MReverse: 5-GCCAGTCATCGAGGAAACAT-3 60°C 152 pb

Foward: 5 -CTCAAGGCAAAGGTGGGATA-3’

ANXA3  Reverse: 5-GCTGTGCATTTGACCTCTCA-3 60°C 179 pb

Foward: 5-GACCCCTTCATTGACCTCAAC-3

GAPDH Reverse: 5-GTGGCAGTGATGGCATGGAC-3’ 58 °C 449 pb
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Efecto de la expresiéon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del
VPH-16 en la metilacion de genes relacionados con adhesién, migracién e invasion celular

Tabla 2. Secuencia de oligonucleotidos utilizados para la PCR-SM

: . Tamarnio del
Genes Secuencia de los primers .
amplificado

Foward: 5-TTGGAGCGTAATGGTTTTATTTC- 3’
TNRFS10A 63 °C 102 pb
Reverse: 5-AATACCTATAATCCCAACCACTCG-3’

Foward: 5 -TAGTTTGTTATAATTTTGGGTCGTC-3"
CLDN11 63 °C 130 pb
Reverse: 5-TCTCAATCTCTAAATATCCATTCCG-3’

Foward: 5-ATTTTATTAGGAAGAATCGTTGTTC-3
PCDHB3 58 °C 228 pb
Reverse: 5-CACAATACCTATAATTTAATTCGCC-3’

Foward: 5-TATTTGTTATGTAAAACGAGGGAGC-3’
CDH13 60 °C 112 pb
Reverse: 5 -AAATAAATCAACAACAACATCACGA-3
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesién, migracion e invasion celular
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Figura suplementaria 1. Niveles de expresién relativa del mRNA de los genes subexpresados por la variante AA-a de la oncoproteina E6
de VPH 16. Se muestra la expresion relativa del mRNA de los genes de adhesion, migracion e invasion celular en las células C33-A con Mock y la
variante AA-a. Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-gPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los datos se reportaron con media y
error estandar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba estadistica utilizada para la comparacion de medias fue t-student.
p<0.05 (*p<0.05, **p<0.25, ***p<0.01, ****p<0.001).
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 2. Niveles de expresion relativa del mRNA de los genes subexpresados por la variante E-G350 de la oncoproteina
E6 de VPH 16. Se muestra la expresion relativa del mRNA de los genes de adhesion, migracién e invasion celular en las células C33-A con Mock
y la variante AA-a. Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-qPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los datos se reportaron con media
y error estdndar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba estadistica utilizada para la comparacion de medias fue t-student.
p<0.05 (*p<0.05, **p<0.25, ***p<0.01, ****p<0.001).
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesién, migracion e invasion celular
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Figura suplementaria 3. Niveles de expresion relativa del mRNA de los genes subexpresados por la variante E-A176/G350 de la
oncoproteina E6 de VPH 16. Se muestra la expresion relativa del mRNA de los genes de adhesién, migracion e invasion celular en las células
C33-A con Mock y la variante AA-a. Los niveles de mRNA fueron determinados por RT-gPCR y normalizados con el gen GAPDH. Los datos se
reportaron con media y error estdndar de tres experimentos independientes por triplicado. La prueba estadistica utilizada para la comparacion de
medias fue t-student. p<0.05 (*p<0.05, **p<0.25, ***p<0.01, ****p<0.001).
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Methylation levels of

Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 4. Patrones de metilacién de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
TNRFS10A. En el grafico se muestran los niveles de metilacion de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen
TNRFS10A. También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa
como valores Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilacién va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 5. Patrones de metilacién de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
PCDHBS3. En el grafico se muestran los niveles de metilacion de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen PCDHB3.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores
Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilaciéon va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Methylation levels of

Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 6. Patrones de metilacién de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
CLDNL11. En el grafico se muestran los niveles de metilacidn de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen CLDN11.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores
Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilaciéon va aumentando conforme el valor se acerca a 1.

35
Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes



Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes

relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 7. Patrones de metilacién de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
CDH13. En el grafico se muestran los niveles de metilacién de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen CDH13.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores

Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilacién va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes

relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 8. Patrones de metilacién de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
ANXAZ2. En el grafico se muestran los niveles de metilacion de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen ANXA2.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores

Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilaciébn va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 9. Patrones de metilacién de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
TKT. En el grafico se muestran los niveles de metilacion de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen TKT. También
se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores Beta en
una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilacion va aumentando conforme el valor se acerca a 1.

38
Q.B.P Huri Haziel Luviano Jaimes



Methylation levels of

FAT1 (B- value)

Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes

relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 10. Patrones de metilacion de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
FAT1. En el grafico se muestran los niveles de metilacién de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen FATL.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores
Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilaciéon va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Methylation levels of
SFRP2 (B- value)

Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular

RefSeq: NM_003013 TSS
3’UTR- GeneBody | 1stExon |[ATRLS TSS1500
N-Shore S-Shore

Chr4:154713537-154714240

1.0 —e— Mock
0.8 —A- E G350
0.6 —w- E-A176/G35(
-
- AAg
0.4
0.2
0.0 - :
T 7«5 rrr-<r~—~or0r T TT L] | N B DR DR DR DN DR DN DR D DR RN B |
mmmmmh—mr-—mmwmwx—mwcmcmt—vmmgmmmmhmvx—mh‘—x—mvc
N O N MO NO®© O™ OO0 NNITOWMOMRMOWOWT OO T TN N OT O DM O~ MM~ 0 @
k<O o oW TN OO~ OO0 KN — O 0 08 @ N OMNDD O~ &@NK~RM oW
OO~ NM~OMOT T T ODRNTINDOT NN LDLDNODND @ N~ —@0 N~ O OO ~D
— D I~ O ~ D~~~ O T O WNM~MIWDNODT O T WEN«~— DM @ IDSMNMMND OO O O W LW
mmcmvmwhmcmwmntr:q—q—wmwwmcmmghwmhhwmwhwhmmmm
O —~ O MLWWLT OM™>—IW T I MmMOoOOmMW T oM M~ O MO0 -~ T MINDOoO T O TS
— O N T 8 0 0 0 0 0 0N T OO NN TN NSO N O @i meEeElN N OO T T N oo
OO OO OO O DD DO OD OO OO OO OO O OO OO O D D0
OO LU L0 OO L OLOOLOLOLDOLOLOLOLOLOOLOOLOLOLOOLOLOLOOLUOLUOL DL ULOLOOLL L LL LOLOUOLOLOLOLOLOLOL

Figura suplementaria 11. Patrones de metilacion de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
SFRP2. En el grafico se muestran los niveles de metilaciéon de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen SFRP2.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores
Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilaciéon va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Efecto de la expresidon de la oncoproteina E6 de las variantes AA-a, E-G350 y E-A176/G350 del VPH-16 en la metilacion de genes
relacionados con adhesion, migracién e invasién celular
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Figura suplementaria 12. Patrones de metilacion de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
FOXAL. En el grafico se muestran los niveles de metilacién de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen FOXAL.
También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores
Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilacién va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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Figura suplementaria 13. Patrones de metilacion de sitios CpGs establecidos por las variantes de la oncoproteina E6 de VPH 16 en el gen
THBSL. En el grafico se muestran los niveles de metilacion de cada uno de los sitios CpGs localizados en las diferentes regiones del gen THBS1.

También se representa la localizacion de la isla CpG observandose los sitios CpGs que abarca. El nivel de metilacién se representa como valores
Beta en una escala de 0 a 1, donde el nivel de metilaciéon va aumentando conforme el valor se acerca a 1.
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