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RESUMEN

El Proyecto del Proteoma Humano es una iniciativa internacional que tiene
como objetivo realizar una lista del total de proteinas codificadas por el conjunto de
aproximadamente 20,000 genes que conforman el genoma humano, mediante
técnicas estrictas que fundamenten su evidencia a nivel de proteinas como lo es la

espectrometria de masas.

En este sentido se creé el Consorcio C-HPP el cual complementa del
Proyecto del Proteoma Humano y que tiene como finalidad el identificar las
proteinas codificadas por cada uno de los cromosomas y el genoma mitocondrial de
la célula humana. Para lograr lo anterior se utilizan distintas técnicas
experimentales y bioinformaticas que sugieran de forma asertiva en que procesos
biolégicos se encuentra implicadas estas proteinas sin funcion asignada para
mejorar la comprension de la biologia humana. Para facilitar y organizar el trabajo
de esta iniciativa, el C-HPP se distribuyd en 25 consorcios, cada uno destinado al
estudio de cada uno de los 24 cromosomas humanos y el genoma mitocondrial,
incluyendo los cromosomas X y Y. México se incorporé al proyecto adoptando el
estudio del total de las proteinas codificadas por el cromosoma 19. Mas
recientemente se establecid como reto dentro del consorcio general no solo el
identificar las proteinas codificadas por los cromosomas, ademas asignarle una
funcién a cada una de ellas y dar claridad a lo que se conoce como el “proteoma
oscuro”, que incluye las proteinas identificadas de manea confiable, pero sin tener
una funcién conocida dentro de la célula, estas proteinas fueron catalogadas como
uPE1.

De este modo un estudio protedmico realizado en células de cancer
cervicouterino detectd mediante espectrometria de masas un grupo de 11 proteinas
sin funcién asignada, entre las cuales, C190rf47 destacd por sus niveles de
expresion en lineas celulares de cancer cervicouterino. C190rf47 es una proteina

con funcién desconocida, segun se reporta en la base de datos Nextprot, se sugiere



que se encuentra localizada en el nucleoplasma y puede ser blanco de diferentes

modificaciones postraduccionales.

Para caracterizar esta proteina con el objetivo de asignarle una funcién, en
el presente trabajo se realizaron multiples analisis bioinformaticos que destacan su
importancia evolutiva y enfatizan su relevancia funcional, igualmente, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia con el fin de determinar su localizacion subcelular.
Asi mismo se plante6 una metodologia basada en co-inmunoprecipitacion y LC-
MS/MS para revelar sus interacciones proteicas y sugerir la funcion biolégica de
C190rf47 y sus implicaciones en el cancer cervicouterino y con el virus del papiloma
humano, el cual es el agente causal que se ha observado estar presente en casi la

totalidad de los casos de cancer cervical.

Los resultados mostraron que C19orf47 se encuentra distribuida en el
citoplasma y en mayor medida, en el nucleo celular, también se determiné que
podria estar involucrada en la respuesta inmunitaria, procesos de sefalizacion
celular, adhesion celular, y ademas destaca su posible participacion en la glucélisis
por senescencia, sugiriendo una relacion con la resistencia a la hipoxia. Ademas,
resalta como C190rf47 podria participar activante en distintos procesos propios del

cancer como la proliferacién y migracién celular.



ABSTRACT

The Human Proteome Project is an international initiative aimed at creating a
comprehensive list of all proteins encoded by the approximately 20,000 genes in the
human genome, using rigorous techniques that provide protein-level evidence, such

as mass spectrometry.

In this context, the C-HPP Consortium was established to complement the
Human Proteome Project. Its goal is to identify the proteins encoded by each of the
human chromosomes and the mitochondrial genome. To achieve this, various
experimental and bioinformatic techniques are employed to assertively suggest the
biological processes in which these uncharacterized proteins are involved,
enhancing the understanding of human biology. To facilitate and organize the work
of this initiative, the C-HPP is divided into 25 consortia, each focusing on studying
one of the 24 human chromosomes and the mitochondrial genome, including the X
and Y chromosomes. Mexico joined the project by adopting the study of all proteins
encoded by chromosome 19. More recently, the general consortium's challenge has
expanded to not only identifying the proteins encoded by chromosomes but also
assigning a function to each of them and clarifying what is known as the "dark
proteome," which includes proteins reliably identified but with unknown functions

within the cell, categorized as uPE1.

In this regard, a proteomic study of cervical cancer cells detected, through
mass spectrometry, a group of 11 proteins with unassigned functions. Among these,
C190rf47 stood out due to its expression levels in cervical cancer cell lines. C190rf47
is a protein with an unknown function; according to the Nextprot database, it is
suggested to be located in the nucleoplasm and may be subject to various post-

translational modifications.

To characterize this protein and assign it a function, this study performed
multiple bioinformatic analyses highlighting its evolutionary importance and

emphasizing its functional relevance. Additionally, immunofluorescence assays were

Vi



conducted to determine its subcellular localization. A methodology based on co-
immunoprecipitation and LC-MS/MS was proposed to reveal its protein interactions
and suggest the biological function of C190rf47 and its implications in cervical cancer
and human papillomavirus (HPV), the causative agent observed in nearly all cases

of cervical cancer.

The results showed that C190rf47 is distributed in the cytoplasm and, to a
greater extent, in the cell nucleus. It was also determined that it might be involved in
immune response, cell signaling processes, cell adhesion, and potentially in
glycolysis through senescence, suggesting a relationship with hypoxia resistance.
Moreover, C190rf47 could actively participate in cancer-related processes such as

cell proliferation and migration.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de las proteinas

Las proteinas son moléculas vitales para el funcionamiento celular en
cualquier organismo vivo, constituyen mas de la mitad del peso seco de la célula 'y
son las responsables de la realizacién de todos los procesos bioldgicos, y en
consecuencia del correcto funcionamiento de los organismos. Las proteinas
canonicas son consideradas la versién principal de una molécula que ha completado
correctamente y de forma habitual el proceso de sintesis proteica, es decir, surgen

como productos de un gen especifico (Alberts et al., 2017).

La sintesis proteica es un proceso complejo donde la informacion fluye a
través del ADN, se transcribe en ARNm y finalmente se traduce en polipéptidos o
bien, proteinas. Esta relacion direccional conocida como el dogma central de la
biologia molecular a pesar de ser un proceso sumamente preciso, no esta exento
de errores, las variaciones genéticas y estructurales pueden tener numerosos
efectos en la traduccion de proteinas generando multiples variantes proteicas que
en algunos casos y segun su origen podrian tener consecuencias biologicas
(Forgrave et al., 2022; Vihinen, 2021).

Las variaciones en los genes y las proteinas pueden tener multiples efectos
segun el origen de su causa, en este sentido es posible distinguir dos grupos de
variaciones proteicas altamente relacionados entre si. Su estudio, ademas de
facilitar la comprension de la funcion bioldgica de los seres vivos, favorece el

diagndstico, tratamiento y comprension de multiples enfermedades.

Cuando se habla de variaciones proteicas, es comun utilizar el término
proteoforma, este no debe de confundirse con las isoformas, las proteoformas
abarcan todas las formas posibles de una proteina, no solo varian en secuencia,
sino también a la recombinacion del ADN y a las modificaciones postraduccionales.
Por otro lado, las isoformas son variantes de la misma proteina, se generan a partir

de un unico gen, su secuencia de aminoacidos y estructura difieren de su forma



canodnica debido a procesos como el empalme alternativo en el ARNm,
polimorfismos de nucleotido simple (SNP, por sus siglas en inglés) o variantes de
inicio de traduccion. Su descubrimiento marcé un hito en el estudio de los
proteomas, o bien, de la protedmica al comprobarse la capacidad genética para
crear proteinas cataliticamente diferentes partiendo de un mismo gen. Su
identificacion se ha facilitado gracias a matrices de pequefios fragmentos de ADN o
ARN (microarreglos) y bibliotecas de ADN complementario. Las isoformas pueden
tener funciones especificas segun el tejido o la etapa de desarrollo en la que se
encuentren, y ademas en condiciones patoldgicas estan fuertemente relacionados
con muchas enfermedades (Liu et al., 2022; Regnier & Kim, 2018; Tao et al., 2024).

1.2. EIl Proteoma Humano

El genoma humano proporciona la base genética para la sintesis de
proteinas, cada gen codifica una secuencia especifica de aminoacidos que se
traduce en una cadena de polipéptidos, que después de experimentar
modificaciones se convierte en parte del proteoma. De tal forma que el proteoma
humano, representa la coleccidén de proteoformas codificadas por los 20 mil genes
del genoma humano, y actua como una maquinaria celular que impulsa diversos

fenotipos bioldgicos (Liu et al., 2016).

El término proteoma fue empleado por primera vez por Marc Wilkins para
referirse al conjunto total de proteinas codificadas por el genoma de un organismo
bajo condiciones especificas (Wilkins et al., 1996). Sin embargo, un proteoma
ademas de proteinas candnicas también incluye productos proteicos alternativos y

modificaciones postraduccionales (Carbonara et al., 2021).

A pesar de que se conoce el numero de genes en el genoma humano, la diversidad
de proteinas candnicas, proteoformas, y modificaciones postraduccionales en las
proteinas amplian significativamente el proteoma complicando su estudio. Su
tamano y complejidad refleja naturaleza bioldgica de los seres humanos, el analisis
del proteoma humano permite comprender como las proteinas regulan funciones

esenciales.



1.3. Protedmica

La protedmica es una ciencia dmica encargada del estudio integral de las
proteinas que conforman un proteoma (Digre & Lindskog, 2021; Monti et al., 2019).
Hoy en dia, la protedmica tiene como objetivo principal realizar la caracterizacion
funcional y estructural de las proteinas, asi como identificar sus interacciones y
modificaciones  postraduccionales (PTMs, del inglés Post-Translational

Modifications).

La protedmica hace uso de un conjunto de tecnologias especializadas que
permiten extraer, separar y analizar las proteinas que constituyen una muestra para

estudiar su composicion proteica.

Entre las diferentes metodologias para la separacién de proteinas, se incluye
a la electroforesis SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide
Gel Electrophoresis), y la electroforesis bidimensional; la primera separa a las
proteinas en funcion de su peso molecular y la segunda considera propiedades
como el punto isoeléctrico, la masa y el estado de la proteina. Igualmente, la
protedbmica puede hacer uso de técnicas estrictas como la cromatografia liquida,
entre otras metodologias, las cuales permiten la separacidon necesaria para la
posterior identificacion de las proteinas mediante espectrometria de masas (MS por
sus siglas en inglés). Esta tecnologia permite catalogar detalladamente los
componentes proteicos que forman parte de una muestra (Jannetto & Danso, 2020;
Laemmli, 1970).

Debido a su alta precision, la MS se ha convertido en la tecnologia utilizada
preferentemente para realizar analisis cuantitativos y cualitativos de las proteinas
en funcion de la relacibn masa-carga (m/z). Segun los requerimientos
experimentales, la MS puede ser acoplada a distintas metodologias adicionales de
separacion que maximicen su precision, por lo que comunmente puede combinarse
con diferentes tipos de cromatografias (Morley & Minceva, 2021), en este sentido,
la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS, por sus

siglas en inglés) es ampliamente utilizada en investigaciones protedmicas. Esta



técnica analitica permite separar los diferentes compuestos proteicos en una
muestra mediante una columna cromatografica, posteriormente los compuestos
separados ingresan al espectrometro de masas donde se ionizan y separan segun
sus valores m/z que permiten determinar los niveles relativos e inferir las identidades
y la abundancia de las proteinas presentes en la muestra (Shuken, 2023; Tang et
al., 2023).

1.4. Oncoprotedmica

Las proteinas, al participar activamente en los procesos celulares, tienen
multiples aplicaciones clinicas, incluso dentro de la oncologia. La oncoprotedmica,
o bien, la aplicacién de la protedmica en el estudio del cancer se ha posicionado
como una herramienta util para la identificacién y el estudio de los cambios en la
expresion proteica en distintos tipos de cancer. Especializandose en aquellas
proteinas que se correlacionan directamente con la presencia de esta enfermedad,
en conjunto con aquellas que puedan ser blancos terapéuticos para su tratamiento.
Ademas, busca comprender la importancia funcional de las proteinas, asi como las
posibles relaciones entre compuestos proteicos especificos bajo la presencia de las

propiedades carcinogénicas (Boys et al., 2023; Rani et al., 2023; Su et al., 2021).

Particularmente, las células cancerosas se caracterizan por alterar los
procesos celulares normales, evadiendo la muerte celular programada o apoptosis.
Y como consecuencia, estas células desreguladas se reproducen sin control,
produciendo nuevas células dafadas que a su vez terminan generando las
conocidas masas tumorales. Los tumores formados por las células con anomalias
en muchos casos resultan malignos para la salud y traen consigo un conjunto de
padecimientos que pueden ocasionar la muerte (Fares et al., 2020; Vaghari-Tabari
et al., 2021). Durante las ultimas décadas el cancer se ha posicionado como una
enfermedad compleja y multifactorial importante con altas tasas de incidencia y de
mortalidad que se han vuelto un problema de salud publica a nivel nacional y
mundial (SSA, 2023; Sung et al., 2021).



Diversos estudios enfocados en el inicio de la carcinogénesis, o de la
progresion tumoral, han identificado que la presencia de ciertas proteinas puede
indicar la desregulacién de procesos metabdlicos o de vias de sefializacién celular.
Estas proteinas se han estudiado y caracterizado hasta el punto de considerarse en
biomarcadores para el diagndstico, prediccion y el prondstico del cancer (Hristova
& Chan, 2019).

La medicién de los biomarcadores y supresores de tumores, o bien de las
proteinas potencialmente relacionadas a estas funciones, se basa en gran medida
en multiples métodos basados en anticuerpos, especialmente la
inmunohistoquimica (IHC, por sus siglas en inglés) y la inmunofluorescencia (IMF,
por sus siglas en inglés) para una sola o un pequefio grupo de proteinas. Este tipo
de técnicas basadas en la tincion de proteinas en muestras celulares o tejidos, son
utiles para identificar patrones de tincién especificos para procesos cancerosos y
orientar la elecciéon de tratamientos contra el cancer. Ademas, permiten comprender
la biologia de las proteinas al aperturar el entendimiento de su localizacion,
comportamiento, funcién, expresion y sus potenciales implicaciones en células
normales y malignas (Martinez-Rodriguez et al., 2021; Sheng et al., 2023; Tan et
al., 2020).

1.5. Alteraciones de las células cancerosas

Desde el inicio del estudio del cancer, se determind que la causa de este
padecimiento se encontraba dentro de las lesiones celulares, o bien, dafos o
alteraciones en las células que pueden desencadenar cambios en su
comportamiento estructura y funcion, estas alteraciones pueden promover el
desarrollo del cancer al desencadenar mutaciones genéticas, alterar el control del
ciclo celular, evadir la muerte celular programada y modificar el microambiente
celular, este descubrimiento motivd numerosos estudios posteriores para
comprender los mecanismos de esta patologia, sin embargo, no fue hasta el 2001
cuando Hanahan y Weinberg identificaron que el cancer tiene una base genética y



epigenética capaz de causar mutaciones en genes responsables de iniciar la

transformacién de las células (Hanahan & Weinberg, 2000).

El proceso por el cual una célula se transforma en una célula maligna, o bien,
se torna cancerosa (carcinogénesis), consiste en un conjunto de eventos que
ademas de dafiar el ADN vy el ciclo celular, les confieren a las células numerosas
caracteristicas genéticas que les permite mantener sefales mediante la
acumulaciéon de mutaciones que promueven y mantienen las altas tasas
descontroladas de proliferacion formando tejidos anormales, otorgandoles la
capacidad de evadir los supresores del crecimiento. Asi mismo, estas mutaciones
genéticas facilitan la desregulacion del metabolismo y la evasion del sistema
inmune, el cual, en condiciones normales, es capaz de eliminar a las células
anormales que escapan del ciclo celular. Ilgualmente, estas mutaciones del ADN
facilitan el desarrollo de mecanismos para resistir la apoptosis y aumentar la facultad
que tienen las células malignas para invadir tejidos (metastasis) y posteriormente
construir las vias necesarias para nutrir la masa tumoral generada (angiogénesis).
En conjunto, estas caracteristicas proporcionan un entorno favorable para el
desarrollo y la expansion del cancer, asi mismo dificultan el éxito de los tratamientos
cuando este se encuentra en un estado de progresion avanzada (Hanahan &
Weinberg, 2000, 2011).

1.6. Cancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es un padecimiento ginecolégico de lenta
progresion que se torna mas agresivo en sectores econodmicos vulnerables. Es el
tercer cancer con mayor indice de mortalidad entre las mujeres, con mas de 348 mil
defunciones por ano y el cuarto mas frecuente después del cancer de mama,
pulmén y colorrectal, con mas de 662 mil casos nuevos (Bedell et al., 2020;
Cerqueira et al., 2022; Sung et al., 2021). Al igual que todos los tipos de cancer, el
CaCu es una alteracion celular que se origina de la transformacion maligna de las
células que recubren el cuello uterino y se manifiesta inicialmente mediante lesiones

precancerosas de lenta progresion (Polanco et al., 2020.).



El cuello uterino se conforma de dos partes, el ectocérvix, que corresponde
a la zona externa del cuello uterino y el endocérvix que se refiere a la parte interna
del cuello uterino que forma la conexién entre la vagina con el utero. En este sentido,
resulta importante sefialar que el CaCu se diferencia en dos tipos, segun las células
en donde se origine este padecimiento, el carcinoma de células escamosas inicia
en las células de ectocérvix, este es el tipo mas recurrente de CaCu con alrededor
del 80% del total de los casos; mientras que el adenocarcinoma se forma en las
células que recubren el endocérvix y corresponde al 20% de los casos totales de
este padecimiento. En la mayoria de los casos, esta patologia esta acompafada de
lesiones definidas como Neoplasia Intraepitelial cervical (NIC) de primer a tercer
grado, causadas por la persistencia de serotipos oncolégicos del virus del papiloma
humano (Baezconde-Garbanati et al.,, 2019; Bedell et al., 2020; Cerqueira et al.,
2022; NIH, 2021).

1.6.1. Etiologia y factores de riesgo

El CaCu es el resultado de manifestaciones genéticas y epigenéticas, que en
el 80% de los casos son causadas, por la infeccidn del virus del papiloma humano
(VPH) (Lei et al., 2020). Los serotipos de alto riesgo, como el tipo 16 y 18, son
responsables del 70% de los casos de CaCu atribuibles al VPH (Rerucha et al.,
2018; WHO, 2014). A pesar de que el VPH se coloca como el factor de riesgo
principal para el desarrollo de esta enfermedad, existen diversos factores
intrinsecos y extrinsecos relacionados con la progresion de células malignas, entre
los cuales, se identifica la predisposicién genética, la inmunodeficiencia y la
inmunosupresion como factores clave que promueven tanto la infeccién por VPH
como la progresion tumoral. Sin embargo, también se ha identificado que distintos
habitos aumentan la posibilidad de desencadenar el proceso de carcinogénesis
como el consumo de tabaco que, debido a sus componentes toxicos, dafa la
estabilidad de las células causando alteraciones en la sefalizacion celular. Por otro
lado, se ha demostrado que el uso prologado de anticonceptivos hormonales es otro
factor que incentiva su evolucion, sin embargo, se desconocen los mecanismos

exactos que faciliten el desarrollo de CaCu (Li et al., 2023; Polanco et al., 2020.).



1.6.2. Tratamiento

La deteccion en etapas tempranas del CaCu, favorecen el prondstico y la
tasa de supervivencia, ademas apertura las opciones de tratamiento del paciente.
Sin embargo, cabe aclarar que la eleccién del tratamiento depende completamente
del estadio del cancer (tamafio y diseminacion del tumor) asi como de la salud vy el

historial clinico del paciente.

Las opciones comprenden distintos tipos de cirugias que varian segun el
tamano y la localizacion del tumor, por otra parte, la radioterapia y la quimioterapia
suelen utilizarse tanto individualmente como combinadas para destruir e inhibir el
desarrollo de las células malignas, sin embargo, los efectos secundarios de estos
tratamientos son sumamente agresivos y requieren el uso adicional de
medicamentos paliativos que disminuyan los efectos adversos. Finalmente existen
tratamientos especializados como lo son la terapia dirigida y la inmunoterapia
capaces de inhibir el crecimiento de los vasos sanguineos tumorales y la interaccion
entre enzimas, proteinas y moléculas que favorecen la supervivencia de células
tumorales, sin embargo, esto ultimos son muy costosos por lo que dificilmente las
personas pueden tener acceso a ellos (Enriquez-Aceves et al., 2020; Mannucci et
al., 2020; Peters et al., 2000).

1.7. Modelos de estudio de cancer cervicouterino

Las regulaciones bioéticas y legales encargadas de limitar el uso de muestras
biolégicas humanas en investigaciones cientificas tienen como objetivo proteger y
garantizar los derechos de los pacientes y la integridad de los trabajos de
investigacion. Aunque estas regulaciones permiten el uso de muestras tumorales
para la investigacion, los procedimientos para su obtencion y manejo son rigurosos

para asegurar el consentimiento informado y la privacidad de los pacientes.

Debido a este tipo de limitaciones, es necesario adoptar modelos de estudio
que se adapten a las necesidades experimentales y que al mismo tiempo permitan

realizar la investigacion pertinente que facilite la comprension del cancer. El uso de



lineas celulares y modelos murinos ha sido indispensable para el estudio de este
tipo de padecimientos. Estos modelos, permiten un rango detallado de observacion
desde el inicio de la transformacion de las células normales hasta convertirse en
células malignas. También facilitan el estudio de las rutas metabdlicas, y
patolégicas, minimizar la interferencia de variables externas al cancer, asi como

identificar y probar posibles blancos terapéuticos (Delgadillo, 2014).

1.7.1. Lineas celulares con propiedades carcinogénicas: C33a (VPH-),
HeLa (VPH 18) y SiHa (VPH 16)

Las lineas celulares son modelos in vitro bien establecidos que han aportado
conocimientos valiosos en la investigaciéon biomédica del cancer. Estas lineas
celulares tienen la capacidad de ser cultivada por un tiempo indefinido, manteniendo
sus propiedades y caracteristicas distintivas. Es por ello por lo que las lineas
celulares provenientes de cancer son capaces de ser propagadas rapidamente y
por lo que, bajo las condiciones y el control adecuado, mantienen las propiedades

carcinogénicas.

Las lineas celulares de cancer presentan varias ventajas, con respecto al uso
de muestras tumorales (biopsias), ya que pueden ser manipuladas bajo un ambiente
contralado donde no existe interferencia de algun tipo con variables externas,
manteniendo una poblacion homogénea y un numero ilimitado de muestra. Sin
embargo, presenta desventajas relacionadas con la inestabilidad gendmica
derivada de la composiciéon cromosomica aneuploide, que debido a la manipulacion
inadecuada pueden ocasionar la modificacion de su composicion genética (Dutil et
al., 2019; Masters, 2000).

Entre las lineas celulares mas utilizadas en el ambito cientifico se encuentra
HelLa, siendo el linaje celular mas antiguo y ha sido ampliamente caracterizada al
ser empleada en numerosos estudios de distinta indole. Esta linea fue aislada en
1951 y proviene de una paciente de ascendencia africana de 31 afos diagnosticada
con adenocarcinoma cervical, contiene ADN del VPH del tipo 18 con un numero

modal de 82 cromosomas (Jordan, 2021).



La linea celular C33a, es una linea adherente que proviene de una paciente
de 66 afos caucasica diagnosticada con adenocarcinoma cervical. No tiene ADN

de VPH y cuenta con un numero modal de 46 cromosomas.

La linea celular SiHa fue aislada en 1970 a partir de un carcinoma de células
escamosas de grado Il obtenido de una paciente de 55 afios de ascendencia
asiatica. Esta linea contiene ADN de VPH del tipo 16 con una o dos copias por célula
(Skok et al., 2021).
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2. ANTECEDENTES

2.1. La Organizacion del Proteoma Humano

La secuenciacion del genoma humano impuls6é la creacion de una
organizacion cientifica internacional dedicada al estudio y la investigacion del
proteoma humano (Lander et al., 2001). Es asi como en el 2001 se consolido la
Organizacion del Proteoma Humano (HUPO del inglés, Human Proteome
Organization), con la finalidad de promover el intercambio de datos y el desarrollo e
innovacion de tecnologias especializadas en el campo de la protedmica que
fomenten la comprension del proteoma humano (Hanash & Celis, 2002). Las
primeras iniciativas de la HUPO incluyeron el estudio del proteoma presente en el
plasma, higado, cerebro, riidn y el sistema cardiovascular. Como resultado se
incentivd la cooperacion con otras instancias protedmicas como el Atlas de
Proteinas Humanas (HTA, del inglés The Human Protein Atlas). Para la generacién
de anticuerpos contra todas las proteinas codificadas por el genoma humano (He,
2005; Omenn et al., 2005; Ping et al., 2005; Uhlén et al., 2005; Yamamoto et al.,
2008).

2.2. EIl Proyecto del Proteoma Humano (HPP)

Se estima que el genoma humano comprende aproximadamente 20 mil
genes, sin embargo, el proteoma considerado a partir de estos productos genéticos
es enorme. Ya que aparte de las proteinas canonicas, se deben considerar un sin
fin de proteoformas derivadas de la recombinacion del ADN y del empalme
alternativo de transcritos primarios, incluyendo numerosas PTMs, tales como: la
acetilacion, fosforilacion o glicolacion, entre otras. Esto dificulta la definicion de
todas las proteinas que conforman el proteoma humano de una célula o tejido, en

un momento dado.

Por esta razén el Proyecto del Proteoma Humano (HPP, por sus siglas en
inglés), organizado por la HUPO, tiene como objetivo identificar, mapear,
caracterizar y crear una confiable de las proteinas que conforman el proteoma

humano. Apoyandose de las tecnologias mas estrictas como MS, o ensayos
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inmunoldgicos, e integrar la protedmica como un componente de la investigacion
multidmica con la finalidad de caracterizar la funcion primaria de las proteinas, sus
funciones, modificaciones y sus redes de interaccién, en la salud y en las

enfermedades humanas (Legrain et al., 2011; Omenn, 2021).

Como se describe en la Tabla 1, el total de proteinas que conforman el
proteoma humano puede dividirse en cinco clases dependiendo de su evidencia
proteica (PE). Sin embargo, cabe mencionar que estas pueden cambiar su
clasificacion segun las actualizaciones reportadas.

Tabla 1. Clasificacion de las proteinas segun su evidencia proteica (PE,
por sus siglas en inglés).

PE Descripcion.

PE1 Evidencia experimenta a nivel de proteina confirmada

mediante técnicas estrictas como Western blot o MS.

PE2 Evidencia a nivel de transcripcion de ARNm.

PE3 Evidencia inferida por homologia.

PE4 Prediccion in sillico.

PES Productos genéticos hipotéticos o pseudogenes.

Las proteinas de los grupos PE2 a PE4 son llamadas proteinas perdidas
(MPs, del inglés Missing Proteins), los pseudogenes pertenecientes a PE5 no son
contabilizadas en los reportes finales ya que carecen de evidencia suficiente de su
existencia. Sin embargo, no basta con que una proteina sea clasificada como PE1
si no ha sido caracterizada funcionalmente, el grupo de proteinas PE1, sin funcion
asignada es conocido como uPE1, (del inglés Uncharacterized Protein Existence 1),
estas pertenecen al proteoma oscuro, es decir son aquellas proteinas de las que se
tiene evidencia de su existencia mediante técnicas protedmicas, sin embargo, cuya

funcién aun no ha sido determinada.

El HPP ha logrado grandes avances desde su lanzamiento, y esta constituido
por dos componentes fundamentales: El Proyecto del Proteoma Humano centrado
de Cromosomas (C-HPP, del inglés Chromosome-Centric Human Proteome
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Project) y EI Proyecto del Proteoma Humano Impulsado por Biologia y
Enfermedades (B/D-HPP, del inglés Biology/Disease-driven Human Proteome
Project) que en conjunto contribuyen activamente al entendimiento detallado del
proteoma humano. Actualmente el C-HPP esta constituido de 25 equipos, cada uno
por cromosoma, que se encargan del estudio de cada cromosoma y del proteoma

mitocondrial (Omenn et al., 2024).
2.2.1. El proyecto del Proteoma Humano centrado en Cromosomas

Los cromosomas son estructuras subcelulares altamente organizadas dentro
del nucleo celular, cada cromosoma consta de una sola molécula de ADN encargada
de expresar las proteinas esenciales para el mantenimiento del correcto
funcionamiento de los organismos, por ello resulta indispensable abordar el estudio
individual de cada uno de los cromosomas del ser humano (Benbow, 1992; Hirano,
2015).

El Proyecto del Proteoma Humano centrado en Cromosomas (C-HPP) surge
como una iniciativa del proyecto emblema de la HUPO y es el encargado de mapear
las MPs expresadas por cada uno de los cromosomas, adicionalmente, incorporé a
sus objetivos la caracterizacion funcional de aquellas proteinas sin funcion asignada
(uPE1). EI C-HPP tiene como objetivo principal mapear, anotar y caracterizar el
proteoma humano cromosoma por cromosoma. Actualmente, los principales
objetivos principales de este proyecto son mapear todas las proteinas faltantes y

caracterizar las uUPE1 de cada cromosoma (Paik et al., 2018).

En la Tabla 2, se muestran los datos actualizados de las proteinas que
conforman el proteoma humano en cada cromosoma segun su clasificacion
basandose en su evidencia proteica, asi mismo se muestran las proteinas faltantes
(MPs) y las proteinas no caracterizadas (uPE1). El nimero de proteinas MPs ha
reducido drasticamente en conjunto con las proteinas uPE1. Inicialmente se tenian
reportadas 5511 MPs, reduciendo su numero significativamente durante el 2023 a
1381 MPs y 1134 uPE1. Con el fin de analizar individualmente cada cromosoma, el

C-HPP se distribuye en 25 equipos de 19 paises (Figura 1).
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Tabla 2. Datos actualizados de las proteinas clasificadas, segun su evidencia proteica

por cromosoma.

Chr | PE1 | PE2 | PE3 | PE4 | MPs uPE1 | %MP/PE1-PE4 | % uPE1/PE1l
1 |1864 | 117 | 35 2 2018 141 7.63 7.56
2 |1229 | 45 3 0 1277 71 3.76 5.77
3 | 1006 | 45 0 1157 56 4.81 5.54
4 707 27 12 0 746 45 5.22 6.37
5 838 34 0 874 48 4.17 5.76
6 938 52 4 1 995 56 5.71 5.96
7 878 90 3 978 48 10.26 5.54
8 627 32 10 1 670 34 6.49 5.43
9 703 51 8 2 764 54 7.97 7.66
10 | 690 38 1 1 730 42 5.50 6.12
11 | 1072 | 151 | 69 0 1292 61 17.04 5.68
12 | 962 40 8 0 1010 45 4.75 4.68
13 | 310 10 0 322 27 3.73 8.68
14 | 648 58 15 2 723 32 10.40 4.98
15 | 534 41 3 0 578 33 7.67 6.15
16 | 775 40 1 818 42 5.27 5.43
17 | 1080 | 60 0 1144 58 5.59 5.35
18 | 255 5 0 0 260 10 1.89 3.89
19 | 1318 | 77 12 1 1408 68 6.41 5.12
20 | 509 24 1 0 534 32 4.68 6.25
21 | 198 22 4 0 224 11 1161 5.53
22 | 454 24 4 1 483 34 6.03 7.52
X 758 57 2 0 817 85 7.25 11.15
Y 33 7 1 0 41 1 20 3.13

(Omenn et al., 2024)
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Figura 1. Colaboracién internacional en el Proyecto del Proteoma Humano Centrado en
Cromosomas (C-HPP). Los paises participantes en el C-HPP para explorar las proteinas
generadas en cada cromosoma se distribuye en 25 consorcios, cada uno dedicado al estudio de

un cromosoma especifico.

2.3. EIl Proyecto del Proteoma Humano B/D-HPP impulsado por

Biologia y Enfermedades

El Proyecto del Proteoma Humano impulsado para el entendimiento del papel
de las proteinas en la Biologia celular y en las enfermedades (B/D-HPP) es un
complemento del HPP que se ocupa del mapeo y anotacion del proteoma con el
proposito de identificar y entender las funciones biolégicas de las proteinas y su

relacion con la biologia humana y las enfermedades.

Ademas de estudiar el proteoma, el B/D-HPP proporciona informacion
valiosa sobre los mecanismos moleculares de las enfermedades en diferentes areas
de estudio que incluyen multiples iniciativas especializadas, entre ellas, el cancer.

Dentro de esta iniciativa, se ha realizado un gran esfuerzo para entender la funcion
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biolégica del proteoma en los distintos tipos de canceres. Con el fin de identificar
biomarcadores que promuevan la deteccion tempranay a su vez desarrollar terapias

personalizadas.

2.3.1. Incorporacién de México al Proyecto del Proteoma Humano

Tras el lanzamiento del C-HPP, México fue uno de los paises que se
incorporaron a la iniciativa, fue asi como adopt6 el estudio del cromosoma 19
centrandose en identificar mediante técnicas protedémicas las 1408 MPs proteinas
codificadas por genes pertenecientes a este cromosoma, Yy caracterizar
funcionalmente 68 UPEL codificadas por cromosoma 19. El consorcio mexicano
adicionalmente realiza esfuerzos para analizar las redes de interaccion proteica
dentro del contexto bioldgico de las enfermedades, especialmente, en distintos tipos

de cancer (Gaceta, 2024).

Dentro de los trabajos realizados por el consorcio del laboratorio de
protedomica del CCG, de la UNAM, el cual es el laboratorio central del consorcio
mexicano del cromosoma 19. Un estudio protedmico logro identificar mediante MS
a 11 uPE1 pertenecientes al cromosoma 19, entre las cuales un grupo destaco al
incrementar su expresion en células tumorales con respecto a células no tumorales,
este grupo incluye a LENG8, CCDC61, TMEM160, CCDC97 y C190rf48 (Gil et al.,
2017).

2.4. Cromosoma 19

El cromosoma 19 es uno de los 23 pares de cromosomas que conforman al
ser humano, Este cromosoma es relativamente pequefo, con alrededor de 63
millones de pares de bases y contiene entre 2000 y 3000 genes. Entre sus
funciones, los genes en el cromosoma 19 estan implicados en diversos procesos
biolégicos esenciales, como el metabolismo, la funcidon neurolégica, Ademas,
contiene genes que influyen en la regulacién del sistema inmunoldgico, ayudando a

coordinar la respuesta sistema inmune.(Grimwood et al., 2004; Harris et al., 2020).
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Este cromosoma esta relacionado con varios padecimientos como, la
ateroesclerosis, la distrofia muscular congénita, el sindrome de Peutz-Jeghers, el
Alzheimer y tipos de cancer. La relacion entre el cancer y el cromosoma 19 esta
determinada por la alta presencia de monosomias y genes supresores de tumores
como GLTSCR2, SAFB y STK11 (Altalebi et al., 2023; Cao et al., 2020).

2.5. C19orf47

C190rf47, es una proteina codificada por el cromosoma 19, clasificada dentro
del proteoma oscuro al no tener funcién asignada (UPE1). Segun se reporta en
bases de datos como InterproScan; una base de datos bioinformatica que utiliza
modelos predictivos para identificar patrones y dominios en las secuencias de
proteinas (Paysan-Lafosse et al., 2023), se predice que C190rf47 podria distribuirse
con distintos grados de conservacion en diversos organismos, incluyendo:
mamiferos, reptiles, anfibios, peces, insectos y algunas plantas. Esta distribucion
sugiere que esta proteina pudiese tener relevancia biolégica y funcional. Ademas,
se prevé que tiene homologos en diferentes especies con un alto grado de similitud

e identidad en la secuencia de aminoacidos.

Con base con los datos de transcriptomica, tomados de Human Protein Atlas,
el ARNm de C19orf47 se expresa en multiples tejidos incluyendo: el cerebro,
corazon, rifones, higado, bazo, testiculos, ovarios, piel y células sanguineas.
Igualmente se ha detectado una expresiéon diferencial, de C190rf47, en tejidos
cancerosos en comparacion con tejidos normales. También, se destaca la relacion

existente entre esta proteina y el tejido tumoral del cuello uterino.

C190rf47 tiene 10 variantes proteicas generadas por splicing alternativo, 189
genes ortdlogos y su forma candnica esta compuesta por 422 aminoacidos (aa). con
un peso molecular de 45 KiloDaltons (kDa) y dos isoformas predichas de 38 y 30
kDa. Segun se predice en la base de datos Nextprot (Zahn-Zabal et al., 2019), que
C190rf47 se localiza en el nucleoplasma y puede ser blanco de distintas

modificaciones postraduccionales como fosforilacién, ubiquitinacion y sumoilacion.
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3. JUSTIFICACION

El contenido del genoma humano incluye aproximadamente 20.000 genes
codificantes, por el contrario, el espacio protedmico derivado de éstos es extenso
debido a la cantidad de proteinas candnicas y proteoformas procedentes de una
serie de modificaciones postraduccionales y variaciones en el ADN. El estudio del
proteoma humano es esencial para comprender los mecanismos biologicos y
funcionales del organismo en contextos homeostaticos y en la biologia de las
enfermedades. Sin embargo, la interpretacion de la biologia humana se ve
obstaculizada por la falta de evidencia proteica y el desconocimiento funcional de

algunos de las proteinas.

Por esta razén, es importante estudiar a las proteinas cuya funcién es desconocida
(uPE1). La caracterizacion funcional de estas proteinas puede revelar funciones de
estas en vias biolégicas poco conocidas o0 no caracterizadas. Asi como el
descubrimiento de nuevos biomarcadores, o dianas terapéuticas, para contribuir al
desarrollo de farmacos y terapias dirigidas. Se han realizado varios estudios
protebmicos para mapear y caracterizar las proteinas y proteoformas que
componen el proteoma humano. Concretamente en un analisis proteémico previo
realizado en lineas de cancer cervicouterino, se detecté a la proteina sin funcién
asignada (uPE1) C190rf47, la cual se observé sobre expresada en células
cancerosas respecto a las no cancerosas. En este sentido, este proyecto tiene como
meta aportar el conocimiento necesario que a la caracterizacion de la funcién y
localizacion de la proteina C190rf47 y su relacion con el cancer cervicouterino y la

presencia del VPH.
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4. HIPOTESIS

La proteina C190rf47, sin funcidn asignada, codificada en el cromosoma 19
y detectada expresada en lineas celulares de cancer cervical, se localiza tanto en
el nucleo como en el citoplasma, y juega un importante papel en la regulacion de
procesos celulares clave como la proliferacion, migracion y adhesién en células

cancerosas.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Determinar la funcion y localizacion de la proteina C190rf47 en células de
cancer cervicouterino y su relacién con la presencia de VPH y el proceso de

carcinogénesis.

5.2. Objetivos particulares

® Determinar los niveles de expresion de C19orf47 en lineas celulares no
cancerosas (HaCaT) y de cancer cervicouterino no infectadas e infectadas
con VPH: C33a (VPH-), HeLa (VPH 18) y SiHa (VPH 16).

®  Determinar la localizaciéon de C190orf47 mediante inmunofluorescencia en

lineas celulares de cancer cervicouterino.

® Mediante co-inmunoprecipitacion seguida de analisis mediante LC-MS/MS,
definir el interactoma proteico de C190rf47 en las lineas celulares de HaCaT,
C33a (VPH-), HelLa (VPH 18) y SiHa (VPH 16).

®  Proponer las potenciales funciones biolégicas asociadas con C190rf47 en el

cancer cervical.
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6. METODOLOGIA

6.1. Analisis comparativo, filogenético de C19orf47

La secuencia de aminoacidos canodnica de C190rf47 se obtuvo de la base de
datos UniProt (del inglés, Universal Protein (Bateman et al., 2023). Para la busqueda
de secuencias homologas de la secuencia candnica de C19orf47, se utilizo la
herramienta basica de busqueda de alineacién local (BLAST, del inglés Basic Local
Alignament Search Tool). De las secuencias resultantes, se seleccionaron las
secuencias con un porcentaje de identidad entre 70 y 30%, y un e-value de 1e-5y
1e-10, con la finalidad de identificar las secuencias altamente conservadas y
diferenciarlas de aquellas con un alto grado de divergencia. Posteriormente se
realizaron alineamientos multiples, con las secuencias homodlogas seleccionadas,
con el programa Clustal (Sievers et al., 2011). Finalmente se construyé un arbol
filogenético, mediante el método de estimacion de maxima verosimilitud (MLE, del
inglés Maximum Likelihood Estimation), con apoyo del programa de Analisis
Genético de Evolucién Molecular (MEGA, del inglés Molecular Evolutionary

Genetics Analysis) (Tamura et al., 2021).

6.2. Analisis bioinformatico de la expresion de C190rf47

Para explorar la expresion genética de C19orf47, se ingresé la secuencia
canodnica de aminoacidos en la plataforma que realiza Analisis Interactivo de Perfiles
de Expresion Genética (GEPIA, del inglés Gene Expression Profiling Interactive
Analysis) (Z. Tang et al., 2017). En esta plataforma, se ingresé el nombre del gen
correspondiente a C190rf47, y se exploré su expresion en tejidos normales y
diversos tipos de cancer. Posteriormente, se consulté la plataforma del Atlas de
Proteinas Humanas (HPA, del inglés Human Protein Atlas) para obtener una
visualizacion mas detallada de la expresion de C19orf47 en diferentes modelos
celulares. Finalmente se consultd las bases de datos InAct para explorar

interacciones de la proteina con otras moléculas y proteinas (Orchard et al., 2014).
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6.3. Cultivo celular

Para la realizacién del proyecto, se utilizé la linea celular inmortalizada de
queratinocitos transformados (HaCaT); las lineas celulares provenientes de cancer
cervicouterino sin VPH (C33a) e infectadas con VPH: HeLa (VPH 18) y SiHa (VPH
16). Las células se cultivaron en medio RPMI-1640, suplementado al 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB), con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 U/ml). a
concentracion constante de CO2 de 5%, a una temperatura de 37°C y un ambiente

saturado de humedad.
6.4. Inmunofluorescencia

1x10* células de cada una de las cuatro lineas celulares utilizadas fueron cultivadas
a 70% de confluencia por pozo en un Labteck de ocho pozos, las cuales se fijaron
con paraformaldehido al 2% durante cinco minutos a temperatura ambiente (TA)
Posteriormente se realizaron tres lavados continuos con PBS 1X filtrado, evitando
la desecacién de las células, y se anadieron 250 pl de solucion de bloqueo (SFB
5%, tritén 0.05%, PBS 1X).

Para eliminar la solucion de bloqueo, se lavaron las células por tres ciclos
continuos con PBS 1X filtrado y se dejaron incubando con el anticuerpo primario
diluido a una concentracién de 1 ug/250 ul (C190rf47 Polyclonal Antibody,
invitrogen, PA5-59751). El anticuerpo se diluyo en la solucién de dilucién (BSA 5%,
triton 0.05%, PBS 1X) y se dejo incubando durante 18 h a 4°C, sin agitacion. Una
vez mas, se realizaron tres ciclos de lavado continuos con PBS 1X filtrado para
retirar el exceso de anticuerpo primario y se incubo el anticuerpo secundario 1:250
(Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG (H+L), invitrogen, A11034) durante una hora
a TA protegido de la luz. Se realizaron tres ciclos de lavado continuos con PBS 1X
filtrado, para posteriormente tefir el nucleo celular con DAPI bajo una concentracion
1:500 durante quince minutos, con ligera agitacion, cada cinco minutos,
nuevamente protegido de la luz. Se realizé por ultima vez el ciclo de lavado con
PBS 1X filtrado para después desmontar la estructura primaria del Labteck vy

sumergir la placa resultante cinco veces en agua mili Q filtrada para retirar los restos
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de sales que pudieran precipitarse. Finalmente, se adicionaron a las muestras
preparadas, 10 pyl de medio de montaje (90% glicerol), y posteriormente, se colocd
un cubreobjetos sobre ellas y se sellaron los bordes con acrilico para asegurar la

integridad de las muestras durante el proceso de observacion.

El analisis microscopico se realizd6 con un microscopio Confocal (Olympus
FV1000 Upright), utilizando un objetivo de 60X y un aumento adicional de 2X. Las
imagenes se adquirieron mediante la toma de diversos cortes para una observacion
detallada. Finalmente, las imagenes obtenidas fueron analizadas en el software libre
FIJI (Schindelin et al., 2012) siguiendo los procedimientos recomendados por el
fabricante para garantizar la precisién y la fiabilidad de los resultados obtenidos en

el analisis de las imagenes.
6.5. Extraccion de proteinas totales

Se cultivaron a 90% de confluencia cada una de las lineas celulares (HaCaT,
C33a, HelLa y SiHa) para ser lisadas con 200 uL de buffer de lisis [1mL Buffer lisis
NP40 (NP40, Invitrogen, FNN 0021) + 10uL de inhibidores de proteasa (Halt
Protease & Phosphatase Cocktail, Thermo Scientific 78440 (3X))]. La reaccion se
dejo incubar 30 min en hielo, homogenizando en vortex cada 5 minutos. Al concluir
el tiempo, las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos.
Una vez recuperado el sobrenadante y se determind la concentracion de proteina

mediante la técnica colorimétrica de Bradford.

6.6. Extraccion de la fraccion citoplasmatica y nuclear

Para la extraccion de las fracciones citoplasmatica y nuclear, la linea celular
HelLa se cultivdo a 90% de confluencia, posteriormente, las células se lavaron dos
veces con PBS, enfriado en hielo, y luego se agregaron 200 ul de buffer de lisis
(10mM KCI, 25nM HEPES a pH 7.8, 0.5% NP40, 1 nM PMSF, 10 pg/mL Leupetin,
25 uf/mL Aprotitin, 100 mM DTT, 5% glicerol, 0.1 nM EDTA, 20 Nm NaF, 1 nM
NasVOs y H2O destilada). Las células se rasparon sobre hielo y el sobrenadante

resultante fue transferido a un tubo de centrifugacion para ser incubado 30 min a
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4°C con agitacion constante, posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm, a 4°C
durante 5 minutos, el sobrenadante fue recolectado como el extracto citoplasmatico.
Mientras que la fraccion nuclear, contenida en el precipitado o “pellet’, fue lavada
con 500 pl de buffer de lavado (10mM KCI, 25nM HEPES a pH 7.8, 1 nM PMSF, 10
pg/mL Leupetin, 25 pf/mL Aprotitin, 100 mM DTT, 5% glicerol, 0.1 nM EDTA, 20 Nm
NaF, 1 nM NazVOs y H2O destilada), dejandose incubar en hielo durante 3 minutos
y luego se centrifugdé se centrifugd a 10,000 rpm, a 4°C durante 5 minutos. El
sobrenadante se descart6 y se agregaron 150 ul de buffer de extraccién (400mM
NaCl, 25nM HEPES a pH 7.8, 1.5 nM MgCl2 1 nM PMSF, 10 pg/mL Leupetin, 25
pf/mL Aprotitin, 100 mM DTT, 10% glicerol, 0.1 nM EDTA, 20 Nm NaF, 1 nM Na3VOs,
H20 destilada); el “pellet” nuclear se resuspendié mediante suaves pipeteos y luego
se incubd a 4°C durante 30 minutos con agitacién constante. Posteriormente, la
muestra se centrifugé a 13,000 rpm, a 4°C durante 5 minutos y se recolecté el

sobrenadante como el extracto nuclear.

Las concentraciones de proteinas citoplasmaticas y proteinas nucleares se
determinaron mediante cuantificacion de proteinas con una curva estandar de
Albumina Sérica Bovina (BCA, por sus siglas en inglés) (Pierce 660 nm Protein

Assay Reagent, thermo scientific, 1861426).
6.7. Western Blot

Los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico al 12% (SDS-PAGE, del inglés Sodium
Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Posteriormente, el gel se
transfirio a una membrana de Fluoruro de polivinilideno (PVDF, del inglés
Polyvinylidene fluoride) con poro de 0.22-uM (Inmmobilon-P, Milipore, MA, USA). La
membrana fue bloqueada con BSA al 5%, e incubada por toda la noche con el
anticuerpo primario (C190rf47 Polyclonal Antibody, invitrogen, PA5-59751), a una
concentracion de 0.5 pg/ml a 4°C durante 16 horas con agitacién constante. El
anticuerpo secundario (mouse anti-rabbit IgG-HRP, Santa cruz, sc-2357) fue

incubado una hora a temperatura ambiente a una concentracion 1:10,000. La
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visualizacion y analisis del resultado del Western Blot se realizé con el software de

acceso libre Image Studio Digits.

En el caso del analisis, por Western Blot, de las fases nucleares y
citoplasmaticas, se utilizé como control un anticuerpo primario anti-Histona (Histone
H2A X, Santa Cruz, sc-54606), a una concentracion 1:1000 y fue incubado toda la

noche a 4°C.
6.8. Co-inmunoprecipitacion de C190rf47

Para realizar el protocolo de Co-inmunoprecipitacion, se utilizé un Kit de
perlas magnéticas (Dynabeads® Antibody Coupling Kit, invitrogen, 143.11D), es
importante destacar que las perlas no se centrifugaron en ninguna ocasién, todos

los lavados se realizaron con ayuda con un iman.

Se utilizaron 5 mg de perlas/500 ul, las cuales se lavaron con 1 mL de la
solucion del Kit Dynabeads® Antibody Coupling, denominada C1. Después se
incubaron con el anticuerpo primario de C190rf47 (C19orf47 Antibody, MybioSource,
MBS7000536), a una concentracion de 5 ug en 250 pl de la solucién denominada
C2 incluida en el Kit. La reaccion se dejo incubando durante toda la noche, en
agitacion a 37°C. Al siguiente dia se lavod el exceso de anticuerpo con 800 ul de la
solucién HB del Kit y después se realizé un lavado con 800 pl de la solucion LB.
Finalmente se realizaron tres ciclos de lavados con 800 pl la solucién denominada
SB.

Una vez acoplado el anticuerpo, las perlas magnéticas se lavaron dos veces
con 200 ul de PBS 1X para ser transferidas a un tubo limpio y resuspendidas con
900 ul de buffer de extraccion (Tris HCI 10 mM a pH8, KCI 200 mM, EDTA 2 mM,
glicerol 40% y DTT 1mM). Se eliminé el sobrenadante, las perlas se resuspendieron
en el extracto proteico y se dejaron incubando durante dos horas con agitacion a
4°C. Se realizé una serie de cuatro lavados con 200 pl de buffer A/B (NaCl 100 mM,
MgCl 2 Mm, DTT 1mM) y se transfirié a un tubo limpio. Las perlas se resuspendieron
en 13 ul de buffer de elucién (SDS 2%, Tris HClI 100 mM a pH 7.5, glicerol 10%,
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EDTA0.5mMy DTT 100 mM) y se calentaron durante 10 minutos a 70°C, después

se afadieron 117 ul de buffer de elucidn.
6.9. Identificacion de proteinas por LC-MS/MS

Las proteinas se redujeron y alquilaron, luego se precipitaron con 9
volumenes de etanol frio durante la noche a -20 °C. El sedimento se lavo tres veces
con una solucién de etanol al 90% y se solubilizé en bicarbonato de amonio 50 mM.
Se agrego tripsina en una proporcion de 1:50 (enzima:sustrato) y la muestra se
incubd durante 16 ha 37 °C. Finalmente, la mezcla de péptidos se desalinizé con
cromatografia de fase inversa C18, se filtr6 con unidades Millex GV 0.22 pm
(Millipore), se secd y se almacen6 a -80 °C hasta el analisis LC-MS/MS. Los
péptidos se resuspendieron en las siguientes fases méviles: fase A (0,1 % de acido
férmico en agua) y fase B (80:10 (v/v) acetonitrilo:agua, 0,1 % de acido férmico). y
se separaron en un sistema Dionex Ultimate 3000, RSLCnano UHPLC en linea
acoplado a un espectrémetro de masas de alta resolucién Q-Exactive Plus (Thermo
Fischer Scientific). Posteriormente, las muestras primero se capturaron en una
precolumna (C18 PepMap 100, 5 ym, 100 M, 300 um de diametro interior x 5 mm)
y luego se separaron siguiendo un gradiente de elucion por 88 minutos, utilizando
una columna capilar a 250 nL/min (columna EASY Spray, PepMap RSLC, C18, 2
pm, 100 A, 75 um x 50 cm). Se utilizaron El espectrometro de masas se operd en
modo de adquisicién dependiente de datos positivos y el rango completo de MS fue
de 375 a 1200 m/z. Los 10 iones mas intensos, se aislaron en el cuadrupolo y se
fragmentaron bajo disociacion colisional de alta energia con una energia de colisién
normalizada del 27%. Los iones precursores se midieron a una resolucion de 70.000
(a 200 m/z) y los fragmentos se midieron a 17.500. Sélo los iones con estados de
carga de 2 y superiores se fragmentaron con una ventana de aislamiento de 2 m/z.
La protedmica de la espectrometria de masas se analizé mediante el software Max

Quant.
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6.10. Analisis bioinformatico y estadistico de datos generados a partir
de LC-MS/MS

El analisis de los datos obtenidos de la espectrometria de masas se realizd
utilizando el software de protedmica cuantitativa (MaxQuant), disefado para
analizar una gran cantidad de datos. Este programa utiliza una matriz de
cuantificacion, en donde las intensidades de proteinas analizadas, correspondientes
a las 4 muestras experimentales, son transformadas a log2, cada una con sus
respectivas réplicas, El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el uso del
lenguaje de programaciéon R (version 4.4) y M-S stats (Kohler et al., 2023). Para
calcular los cambios de intensidad proteica. entre cada muestra experimental, se
ajusté un modelo lineal organizando los errores con un modelo Bayesiano empirico.
Se identificaron como proteinas diferencialmente expresadas (DEPs, del inglés
Differentially Expressed Proteins) aquellas con un cambio mayor a 1.5 (fold change)
y un valor p ajustado entre 0.5y 1.5. Previo al analisis, se imputaron y normalizaron
las intensidades por medias, asegurando la robustez y validez de las comparaciones

entre muestras.

6.11. Construccion de redes de interaccion proteina-proteina y

enriquecimiento biolégico

Una vez identificadas las DEPs, se realizé un analisis por medio de un
diagrama de Venn, con la finalidad de identificar las proteinas presentes en cada
linea celular y comenzar la construccion de los interactomas. Para predecir la
funcién de las DEPs, se tomaron aquellas que se repitieron en los cuatro modelos
para construir un interactoma general mediante la base de datos STRING
(Szklarczyk et al., 2023). Esta base de datos integra interacciones proteina-proteina
y posibles funciones. Para identificar los procesos biolégicos que se encuentran
enriquecidos en el interactoma, se realizé un analisis mediante Metascape (Zhou et
al., 2019) donde se implementé un algoritmo de deteccion de complementos
moleculares (MCODE) para identificar los componentes de red densamente
conectados.
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Para el céalculo de significacion estadistica se empled el conjunto completo
de genes del genoma como punto de partida. Los términos seleccionados fueron
aquellos con un valor de p < 0.01, un minimo de 3 genes asociados y un factor de
crecimiento > 1.5, esto indica una relacién significativa entre los genes observados

y esperados.

Los valores p fueron calculados utilizando la distribuciéon hipergeométrica
acumulativa, mientras que los valores q se calcularon utilizando el procedimiento de
Benjamini-Hochberg para controlar el error en multiples pruebas. Para agrupar los
términos enriquecidos, se utilizd la puntuacion Kappa como medida de similitud
durante la agrupacion jerarquica. Considerando como grupos, aquellos
subconjuntos con una similitud superior al 0,3. El representante de cada grupo fue

seleccionado con el término estadistico mas significativo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis Filogenético de la secuencia de aminoacidos de

C19orf47

Para evaluar la posicion evolutiva y la conservacion de C19orf47 entre las
diferentes especies, se realizé una busqueda de secuencias homologas utilizando
BLAST. Como se muestra en la Figura 2, C190rf47 esta altamente conservada a lo
largo del reino Metazoa. En la figura se muestra que las secuencias provenientes
de mamiferos se agruparon en distintas ramificaciones, destacando su presencia y

conservacion. Especificamente, C190rf47 se ubicd en el grupo de los primates,

sugiriendo una posible especializacion en este grupo de mamiferos.
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Figura 2. Filogenia de C190rf47. La conservacion de C190rf47 sugiere una posible relevancia
funcional especifica en diversos grupos taxonémicos dentro del reino animal. A) Arbol
filogenético que destaca la sobreexpresion generalizada del gene C19orf47 en el reino
metazoo. B) Entrada principal con una notable amplificacion de C190rf47 en primates.

La distribucion filogenética de C190rf47, en una amplia gama de especies del
metazoa, sugiere que esta proteina puede tener una funcién relevante, debido a
qgue se ha conservado a lo largo de la evolucién. Este alto grado de conservacién
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implica que ademas de mantener funciones criticas, no pueden tolerar mutaciones
perjudiciales, también suelen involucrarse en procesos fundamentales como la
replicacion de ADN, la transduccion de sefales y el metabolismo celular (Piccinini &
Milani, 2023).

Cabe mencionar que el porcentaje de homologia, mostrada en los
alineamientos de las secuencias, podria proporcionar semejanzas en la funcion
proteica; sin embargo, no es suficiente ya que no es posible garantizar la similitud
estructural en los niveles de pliegue o dominio para una adecuada comparacion
entre las funciones conocidas (Altschul, 1997; Dobson et al., 2004). Por esta razén

se requiere de estudios adicionales que permitan explorar y verificar sus funciones.
7.2. Prediccion de dominios en C190rf47

Con el objetivo de identificar los dominios y regiones especificas de C190rf47,
se realizd un anadlisis de su secuencia con el uso de herramientas bioinformaticas
(Figura 3). Entre los hallazgos mas relevantes, se logré identificar el dominio de la
super familia SAM (del inglés, Sterile Alha Motif), y su subdivision SAM_CS047, asi
como otra familia adicional perteneciente al grupo de las proteinas no
caracterizadas, DUF5577.

La identificacion de dominios especificos proporcioné informacion valiosa
sobre la posible funcion biolégica de la proteina estudiada. EI dominio SAM
identificado en la region N-terminal sugiere que C190rf47 puede estar involucrado
en la mediacion de las interacciones proteina-proteina, jugando un papel importante
en la senalizacion y adhesion celular, asi como en la organizacién del citoesqueleto
(Qiao & Bowie, 2005; Wang et al., 2023).

Los dominios SAM tiene diversas funciones y pueden interactuar con
proteinas, ARN y lipidos de membranas. Principalmente pueden desempeiar un
papel en la oligomerizacion de proteinas y en procesos que van desde la traduccién
de sefales hasta la regulacién de la transcripcion. Asi mismo, las mutaciones en los

dominios SAM se han relacionado con varias enfermedades. La subdivision

29



SAM_CS047, detectada en la secuencia de C190rf47, es un dominio muy extendido
en proteinas de sefalizacion y regulacion, aunque se desconoce la funcion exacta
de las proteinas pertenecientes a este grupo (Kim, 2003).

A. B.

azz

C. MVMAALSLVA ACWGRAAADE SVQLPAAPGS SVRARETMVS VTMATSEWIQ FFKEAGIPPG PAVNYAVMFV DNRIQKSMLL DLNKEIMNEL
GVTVVGDIIA ILKHAKVVHR QDMCKAATES VPCSPSPLAG EIRRGTSAAS RMITNSLNHD SPPSTPPRRP DTSTSKISVT VSNKMAAKSA
KATAALARRE EESLAVPAKR RRVTAEMEGK YVINMPKGTT PRTRKILEQQ OQAAKGLHRTS VFDRLGAETK ADTTTGSKPT GVFSRLGATP
ETDEDLAWDS DNDSSSSVLQ YAGVLKKLGR GPAKASPQPA LTVKAKATSS ATTAAAPTLR RLALSSRSGL ERKPESLSKV SIIKRLGAAA
LVPEAQDSQV TSTKSKSSAE VKVTIKRTLV GPRGSSSSEG LGAQMDHAGT VSVFKRLGRR TF

D. MVMAALSLVA ACWGRAAADE SVQLPAAPGS SVRARETMVS VTMATSEWIQ FFKEAGIPPG PAVNYAVMFV DNRIQKSMLL DLNKEIMNEL
GVTVVGDIIA ILKHAKVVHR QDMCKAATES VPCSPSPLAG EIRRGTSAAS RMITNSLNHD SPPSTPPRRP DTSTSKISVT VSNKMAAKSA
KATAALARRE EESLAVPAKR RRVTAEMEGK YVINMPKGTT PRTRKILEQQ OQAAKGLHRTS VFDRLGAETK ADTTTGSKPT GVFSRLGATP
ETDEDLAWDS DNDSSSSVLQ YAGVLKKLGR GPAKASPQPA LTVKAKATSS ATTAAAPTLR RLALSSRSGL ERKPESLSKV SIIKRLGAAA
LVPEAQDSQV TSTKSKSSAE VKVTIKRTLV GPRGSSSSEG LGAQMDHAGT VSVFKRLGRR TF

Figura 3. Dominios en la secuencia de aminoacidos de C190rf47. A) Se muestran diferentes
dominios y regiones a lo largo de la secuencia, lo que proporciona una comprension visual de su
estructura y potenciales funciones, siendo el dominio SAM y su subdivisién CS047 los mas
destacables. B) Taxonomia general de la subdivisién de SAM_CS047. Arbol filogenético, con
varias ramas, representando diferentes taxones dentro del metazoo, cada linea conecta a un
nodo que representa la subdivision del subdominio de SAM C y D) Secuencia primaria de
aminoacidos de C190rf47. En color rojo se representa el dominio de la super familia SAM y en
morado se muestran los aminoacidos del dominio SAM-CS047, en la secuencia de C190rf47.

El dominio SAM identificado en C190rf47, sugiere que esta proteina puede
tener un papel en la mediacion de interacciones proteina-proteina, la organizacion
del citoesqueleto y la senalizacion y adhesion celular. Ademas, este dominio no solo
esta relacionado a las funciones ya mencionadas, sino que también ha sido
asociado con diversas enfermedades, entre las cuales se incluyen al cancer. Estas
observaciones subrayan la importancia de investigar como las alteraciones en el
dominio SAM, y el subgrupo reportado, podrian contribuir a la progresién tumoral y

la resistencia a tratamientos.
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7.3. Analisis de los niveles de expresion genética en tejidos tumorales

y no tumorales

Para identificar el nivel de expresion de C19orf47, en distintos tejidos sanos
y tumorales, se utilizaron las bases de datos de GEPIA y HPA (proteinatlas.org)
(Uhlén et al., 2015) (Figura 4).
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Figura 4. Expresion general de C190rf46 en tejidos no tumorales y tumorales. A)
Presencia de la proteina C190rf47 en tejidos sanos contra tejidos tumorales. Tomado de

GEPIA (Z. Tang et al., 2017) B) Niveles existentes de ARNm de C190rf47, en diferentes
lineas de cancer cervicouterino. Tomado de The Human Protein Atlas (Uhlén et al., 2015)

Los resultados demostraron que esta proteina se expresa significativamente
en tejidos tumorales en comparacion con tejidos no tumorales. En particular, se
observé una alta expresion de C19orf47 en los siguientes tipos de cancer:
Carcinoma de células escamosas de cuello uterino (CESC, del inglés Cervical
Squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma) y carcinosarcoma

uterino (UCS, del inglés Uterine Carcinosarcoma) (Figura 4A). Mientras que los

31



niveles de ARNm, analizados en diferentes lineas de CaCu, presentan niveles mas
altos del mensajero de C190rf47 en las lineas tumorales de cérvix infectado con
VPH en comparacion con aquellas sin la presencia de la infeccién por VPH Figura

4B). Esto sugiere la implicacion de C190rf47 en la progresion del CaCu.

Esto sugiere la implicacién de C190rf47 en la progresion del CaCu. Diversos
estudios han demostrado que la sobreexpresion de ciertas proteinas en cancer esta
relacionada directamente con diversos procesos como la progresion tumoral y

resistencia a la apoptosis, entre otros (Hozhabri et al., 2022; Pessoa et al., 2022).

7.4. Expresion de C190rf47 en diferentes lineas celulares (HaCaT,
C33a, HeLa y SiHa)

Para determinar la expresion de la proteina C190rf47, en las lineas celulares
HaCaT, C33a, HelLa y SiHa, se realizaron ensayos mediante Western Blot (WB) con

extractos de proteinas totales (Figura 5).

A.

e
©
*

MP HaCaT C33a Hela SiHa *

55kDa —p T —§
oL 0.6
C190rt47 45 kDa < 0
O =
N
35KDa —b C190rf47is0 138 kDa 5 <04
t 3
C190rf47 is0 230 kDa & T
0T o2
x £
c =2
GAPDH 37 kDa
HaCaT C33a Hela SiHa
p<0.05.

Figura 5. Expresion a nivel de proteina C190rf46 analizada mediante Western Blot (WB). A.
Determinacion de los niveles de proteina C19orf47, en lineas celulares CCU, por WB. Con su
respectivo control de carga con la proteina GAPDH (del inglés Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase). B. Cuantificacion de las bandas, por densitometria, del WB de C190rf47 en
lineas celulares de CCU. Se muestra la media y la desviacion estandar de la densitometria, de
las bandas de C190rf47, respecto a actina en 3 experimentos independientes. Realizado con el
software ImageJ y analisis de ANOVA, comparacion multiple Bonferroni (n=3). * p<0.05.
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En el WB se logro identificar la sefial correspondiente a la proteina C190rf47
(45 kDa), con sus dos isoformas (38 y 30 kDa respectivamente), observandose
diferencias significativas entre las lineas celulares. Especificamente, se encontro
que en la linea celular HaCaT, no carcinogénica, la expresién de C190rf47 fue
notablemente menor, en comparacion con las lineas cancerosas. Esta diferencia
sugiere que la expresion de C19orf47 podria estar relacionada con el estado
maligno de las células ya que su expresion se observa incrementada su expresion

en células tumorales.

Ademas, se observaron diferencias en la expresion de C19orf47 entre las
lineas cancerosas no infectadas con VPH (C33a) y las infectadas con VPH (HelLa y
SiHa). Las células infectadas, con VPH, mostraron una sobreexpresion notable de
C190rf47 en comparacion con las no infectadas (p<0.05). Esto sugiere que la
expresion de C19orf47 podria estar siendo regulada por la presencia del VPH, lo
cual tendria implicaciones importantes en la progresion del cancer y podria estar
relacionada con el CaCu inducido por el VPH sugiriendo un papel potencial de esta
proteina en la promocion de la proliferacion celular o en la evasion de los

mecanismos de control celular inducidos por el VPH.

En numerosos estudios se ha demostrado como los VPH de alto riesgo como
el serotipo 16 y18, son la causa de varios canceres humanos importantes tras la
desregulacion génica viral y la interaccion entre proteinas y su capacidad de
modular a supresores de tumores (Doorbar et al., 2012). Por estas razones, se
sugiere la existencia de un mecanismo por el cual el VPH, en conjunto con
C190rf47, contribuyen a la progresion tumoral mediante la alteracion de vias de

senalizacion celular.

7.5. Localizacion subcelular de C190orf47

7.5.1. Prediccion de la localizacion subcelular de C190rf47

Para predecir la localizacién subcelular de C190rf47 se emplearon multiples

herramientas bioinformaticas especializadas en el analisis de secuencias proteicas
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como DeepLoc 2.1 (Odum et al., 2024). Esta plataforma se basa en el analisis de la
secuencia de aminoacidos de la proteina identificando la presencia de sefnales de
localizacion nuclear (NLS, del inglés Nuclear localization signals), arrojando una
localizacion principalmente nuclear definida por todas las herramientas utilizadas.
De acuerdo con el analisis realizado con ProtT5-XL-Uniref50 (ProtT5), se predijo
que C190rf47, ademas de distribuirse en el nucleo celular, podria tener presencia

en el citoplasma (Figura 6).

Aunque la puntuacién de localizacion citoplasmatica fue menor en
comparacién con la senal nuclear, la presencia de ciertas sefiales sugiere que

también puede desempenar funciones tanto en el nucleo como en el citoplasma.
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Figura 6. Prediccion de la localizacion subcelular de C190rf47, mediante redes neuronales
profundas, utilizando el método ProtT5. Este modelo proporciona una prediccion mas precisa
a expensas de un tiempo de calculo mas largo debido al tamafio del modelo (3 mil millones de
parametros). A. Tabla de localizaciones subcelulares predichas. B. Umbrales de probabilidad
para las localizaciones subcelulares. Se predice una localizacién si su probabilidad esta por
encima del umbral que se muestra. C. Representacion de las sefiales de localizacion para
C190rf47 para determinar su posible localizacion subcelular.
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7.5.2. Deteccion de la localizacion de C19o0rfd7 mediante

fraccionamiento citoplasmatico y nuclear

Como un método de validacion, se utilizo la técnica WB con extractos de las
fracciones citoplasmaticas y nucleares provenientes de la linea celular HelLa, puesto
que ha demostrado ser la linea celular que mayormente expresa a C19orf47 (Figura
7). Los resultados confirmaron que C190rf47 se expresd tanto en la fraccion
citoplasmatica como en la fraccion nuclear. En la figura 7 se observa que la
intensidad de la banda, correspondiente a C19orf47, fue similar en la fraccién
citoplasmatica y nuclear. Vale la pena destacar la disminucion de la isoforma 2 (30
kDa) en la fraccion nuclear, misma que se ve sobre expresada en la fraccion
citoplasmatica, lo que podria sugerir funciones diferentes en cada localizacién

subcelular (Figura 7).

Extracto Fraccion Fraccion
total citoplasmatica Nuclear
B L S 45 kDa C190rf47
G 38 kDa C190rf47 iso 1
o G 30 kDa C190rf47 iso 2

———— 17 kDa Histona 2A

Figura 7. Validacion de la localizacion subcelular de C190rf47 por WB en muestras de
fracciones del citoplasma y del nucleo. En el ensayo se utilizd el anticuerpo primario, anti-
C19orf47, y para el control nuclear se utilizé el anticuerpo primario, anti-Histona 2A. Como
control positivo se utilizd un extracto de proteinas totales.

7.5.3. Inmunofluorescencia de C190orf47

Para confirmar la localizacion celular, de C190rf47, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia en las diferentes lineas celulares. En la figura 8, se identifica
la senal de C190rf47, misma que puede ser visualizada mediante el fluoréforo,
representado en color verde, esta senal permite identificar la distribucion vy
localizacion de C19orf47 en las lineas celulares HaCaT, C33a, HeLa y SiHa.
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Adicionalmente, se tifid con el colorante fluorescente DAPI el nucleo celular, este
colorante se une al ADN y permite la visualizacion precisa de la estructura nuclear
para proporciona una referencia clara para identificar y analizar la ubicacion de
C190rf47 en relacién con el nucleo celular. La superposicion o “merge” de la sefial
verde de C19o0rf47 con la sefal azul correspondiente a DAPI facilita la evaluacién
de la co-localizacion de C19orf47 en el nucleo y citoplasma, permitiendo una

interpretacion mas compleja y precisa de la distribucion subcelular de esta proteina.

C19orfa7 DAPI MERGE

HaCaT

C33a

SiHa

Figura 8. Microscopia confocal en lineas celulares de CaCu. Para identificar la sefal
de C190rf47 se utilizd un anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa 488 (verde) y para
la tincion nuclear se empled el colorante fluorescente DAPI (del inglés 4',6-diamidino-2-
phenylindole), mismo que se representa en color azul Las imagenes se tomaron con el objetivo
de 60X y un aumento de 2X a varios cortes.
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En la linea celular, no cancerosa, HaCaT, C19orf47 se localizd
predominantemente en el nucleo celular, y en mucho menor grado en el citoplasma.
Mientras que, en las lineas celulares cancerosas, C33a, HelLa y SiHa, la senal se
identific6 con mayor intensidad en el nucleo, en comparacién con el citoplasma.
Particularmente la linea celular cancerosa, no infectada con VPH (C33a), presentd

una sefial mas débil que las lineas de CaCu infectadas con VPH (HelLa y SiHa).

Aunque la literatura redice que C190rf47 se localiza en el nucleoplasma; los
experimentos de fraccionamiento celular e inmunofluorescencias revelaron la
presencia de C190rf47 en el nucleo y citoplasma en las lineas HaCaT, C33a, HelLa
y SiHa.

En este sentido, tanto en lineas cancerosas, como no cancerosas, mantienen
la misma tendencia de expresion celular. Y de acuerdo con los diferentes niveles de
expresion de C19o0rf47, se puede identificar mayor expresién de la proteina en
células cancerosas infectadas por VPH, en comparacién con la menor expresion de
C19orf47 de las células cancerosas, no infectadas con VPH. Mientras que las

células no cancerosas, muestran la menor expresion de C19orf47.

La presencia de C190rf47 en mas de un organelo subcelular resalta la
complejidad de las funciones de la proteina y predice que su efecto en CaCu podria
estar mediado por mecanismos distintos en cada localizacion. Sin olvidar que la
isoforma 2 de C190rf47, disminuye drasticamente en la fraccion nuclear de la linea
celular Hel a, infectada con VPH 18, en comparacion con la fraccion citoplasmatica.
Por lo tanto, se podria sugerir que C190rf47 esta involucrada en distintas funciones,

de acuerdo con su localizacion.
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7.6. Co inmunoprecipitacion de C190rf47

Con el objetivo de identificar las proteinas que interactuan con C19orf47, se
disefid una estrategia que consta de tres pasos: 1) Co-inmunoprecipitacion, 2)
Analisis por LC-MS/MS con el método de adquisicion dependiente de datos (DDA,
por sus siglas en inglés) y 3) Analisis de los datos protedmicos. Esto proporciono
una vision detallada sobre las interacciones proteicas y sugiriendo una perspectiva

funcional de esta uPE1.

La eficacia de la precipitacion, del complejo de interaccion de C19orf47, se validd
mediante WB. Una vez confirmada la captura del complejo, el precipitado se analizé
por LC-MS/MS por el método DDA, lo cual permitié la identificacion y cuantificaciéon
de multiples péptidos en cada inyeccion. Cabe mencionar que, para tener un analisis
completo, cada muestra se analizd multiples veces. Gracias a este analisis se
obtuvieron las intensidades de cada péptido presente en las precipitaciones de

C190rf47 en cada una de las lineas celulares utilizadas.

7.6.1. Identificacion de proteinas por LC-MS/MS

Para garantizar la robustez y fiabilidad de los datos obtenidos del analisis por
LC-MS/MS, las intensidades proteicas obtenidas se normalizaron por medias para
ajustar los datos y asegurar comparaciones precisas entre las diferentes muestras

realizadas (Figura 9A).

Como se observa en la Figura 9B, se elaboré un grafico de doble entrada que
representa de manera integral los péptidos identificados (morado) y cuantificados
(azul). Este grafico proporciona de forma detallada la relacion entre la identidad y la
abundancia de los péptidos en las diferentes muestras con sus respectivas
repeticiones. Ademas, se observa que las lineas celulares tumorales infectadas con
VPH (HelLa y SiHa), muestran una mayor diversidad y abundancia en comparacion

con las otras lineas celulares utilizadas.
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Figura 9. Espectrometria de masas de muestras co-inmunoprecipitadas de C190rf47. A.
Normalizacién de las muestras inyectadas por medio de medias. B, Proteinas y péptidos
identificados y cuantificados en cada inyeccion. En color morado se presentan los péptidos
identificados y en color morado la abundancia de estos.

Para identificar mediante M-S stats las proteinas diferencialmente
expresadas (DEPs) en cada una de las precipitaciones de cada linea celular
analizada, se tomaron en cuenta aquellas con un cambio mayor a 1.5 (fold change)

y un valor p ajustado entre 0.5y 1.5.

Una vez identificadas las DEPs, se realizé un diagrama de Venn mediante
Jvenn (Bardou et al., 2014) para identificar las proteinas comunes entre las cuatro
lineas celulares (Figura 10), en este diagrama se puede observar que HelLa continda
sobresaliendo, del resto de las otras lineas celulares, como la linea celular que
presentd mas interacciones de proteinas con C190rf47 (101 DEPs). Por otro lado,
SiHa, otra linea de CaCu infectada con VPH, también mostré un niumero significativo

de interacciones, aunque menor que HelLa con 93 DEPs identificadas (Figura 10B).

39



A. C33a Hela

SiHa

101

T

HaCaT Hela
C33a SiHa

Figura 10. Analisis de interacciones Proteina-Proteina (P-P) en Lineas Celulares. A. El
Diagrama de Venn representa a las proteinas DEPs compartidas entre las diferentes lineas
celulares. HaCaT, C33A, HelLa y SiHa. Las areas de interseccién resaltan a las proteinas
comunes entre las diferentes lineas celulares, brindando informacién sobre la superposicion en
la interaccioén proteica. B. El grafico de barras representa el nimero de interacciones de cada
linea celular, ofreciendo una vision comparativa de su contribucién al conjunto de proteinas
estudiadas.

La presencia del incremento de las interacciones en las lineas de CaCu,
infectadas con VPH, sugieren una relacion especifica entre C190rf47 y la patologia
del cancer cervical inducido por esta infecciéon. En contraste, la linea celular no
cancerosa, HaCaT, mostré un numero significativamente menor de interacciones

proteicas (53 DEPs), sugiriendo que las interacciones de C19orf47 podrian ser

menos interactivas o diferentes en este tipo de células no cancerosas.
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7.6.1.1. Construccién del interactoma general de C190rf47 y su

enriquecimiento biolégico y molecular

Para sugerir la posible funcién de C19orf47, resulté indispensable identificar
la red de proteinas con las que interactua. Ya que las proteinas forman una red
dinamica de interacciones, con la finalidad de mecanizar sus funciones, a través de
las relaciones entre los miembros que la conforman. De este modo, las redes
interatdbmicas pueden brindar informacién util sobre la funcion, los procesos
bioldgicos y su implicacion en la progresion de enfermedades (Barabasi et al., 2011;
X. Zhao & Liu, 2019).

Para realizar un andlisis detallado del interactoma de C190rf47, y poder
sugerir su posible funcién se seleccionaron aquellas proteinas DEPs presentes en
todas las lineas celulares, segun los datos obtenidos del diagrama de Venn
previamente descrito (Figura 10A). Posteriormente, estas DEPs se analizaron en la
base de datos de STRING para generar el interactoma general de C19orf47
(Szklarczyk et al., 2023). Esta base de datos es una herramienta util en la
interpretacion funcional de las interacciones entre proteinas conocidas y predichas
en base con datos experimentales y predicciones bioinformaticas, es por ello por lo
que en ocasiones se omiten ciertas proteinas de una lista dada, o bien, no se

reportan interacciones dentro del interactoma generado.

Como se muestra en la Figura 11, el interactoma resultante engobla un
conjunto de 28 DEPs de las 35 que se identificaron enlas lineas 4 celulares: HaCaT,
C33a, HelLa y SiHa. La disminucioén en los miembros puede deberse a la falta de

datos experimentales o bioinformaticos, o bien, a la repeticion entre miembros.

Para obtener un analisis completo, se realizé una subdivision en tres grupos
(clusters, por su traduccion al inglés) distintos. Con la finalidad de facilitar el
entendimiento total de las interacciones, cada cluster destaca las potenciales

interacciones y funciones asociadas con C19orf47 (Figura 11).
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Los resultados arrojados por STRING, muestran que en el primer cluster
(representado en color rojo) se encuentran proteinas que podrian estar involucradas
en la regulacion metabdlica, respuesta inflamatoria, mantenimiento de la estructura
celular y la estabilidad proteica. El segundo cluster, en color verde, predice que las
proteinas que conforma este grupo corresponden a clases funcionales relacionadas
con la regulacién de la diferenciacion celular, proteccion contra el estrés mecanico,
adhesion y cohesién celular, mantenimiento del citoesqueleto e integridad en el
epitelio. Finalmente, el tercer cluster, representado en color azul, podria estar
implicado en el metabolismo lipidico, respuesta del sistema inmunitario, transporte
intracelular y produccion energética. Ilgualmente se identificd que este interactoma
general participa en distintas vias metabdlicas como la glucolisis por senescencia 'y
el ciclo de Cori, debido a la abundancia de proteinas clave de estas vias como
GAPDH y PKM.

CASP14

C190r147

DNAH10

Regulacién metabélica, respuesta
inflamatoria, mantenimiento de la estructura
celular y estabilidad proteica

Diferenciacié lular pr i6n al estrés
i 'y ién celular

Regulaciéon del metabolismo lipidico
respuesta inmunitaria, unién de lipidos,
porte intracelular y produccié

energética

tr

SLC25A5

Figura 11. Red de interacciones P-P, obtenidas en el Interactoma de C190rf47. En la red se
muestran tres clusters de las DEPs que interactian con C190rf47, en las cuatro lineas celulares
analizadas. Los nodos representan las proteinas que interactian directamente con C190rf47 y
las lineas indican las interacciones entre las proteinas. Los colores de los nodos indican los
procesos biolégicos en los que participan las proteinas, segun la leyenda.
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Posterior al analisis del interactoma de las DEPs comunes en las cuatro

lineas celulares, se realizé un analisis mediante Metascape (Figura 12), esta es una

plataforma bioinformatica que permite integrar diversos datos émicos de multiples

fuentes y es capaz de realizar analisis de enriquecimiento para asociar los genes

diferencialmente expresados con términos funcionales especificos de GO (del

inglés, Gene Ontology), rutas metabdlicas o vias de sefalizacién especificas

usando bases de datos como KEGG, Reactome, o Pathway Commons. Ademas,

busca genes que codifican factores de transcripcidén, que son proteinas que regulan

la transcripcion de otros genes. Estos factores suelen tener un papel central en la

regulacion de la expresidn génica y pueden ser identificados por su participacién en

multiples rutas y procesos funcionales relevantes.
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Figura 12. Interactomas proteina-proteina de lineas celulares identificados por
MCODE (Proteinas compartidas). A. Los nodos representan proteinas y los bordes indican
interacciones. Los componentes de red densamente conectados identificados por MCODE se
resaltan con diferentes colores y se asignan funciones biolégicas enriquecidas en cada modulo,
como se indica en la leyenda. El tamafio de los nodos es proporcional al numero de interacciones
de cada proteina. B. Se presentan las proteinas relacionadas con la sefializacion, diferenciacion
v homeostasis celular. C. Se presentan las proteinas involucradas en la formacion de la envoltura
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Se identificaron dos clusteres principales que destacan por su relevancia
funcional, el primero, representado en color azul, incluye una red de proteinas
asociadas con la sefalizacion, diferenciacion y la homeostasis celular (Figura 12B),
mientras que el segundo cluster, representado en color rojo esta relacionado en la
reticulacion de péptidos (Figura 12C), esto lo que podria sugiriere una participacion

en procesos de PTM y estructurales dentro de la célula.

Para identificar la variedad de procesos biologicos, se realizd un
enriquecimiento por ontologia de genes (GOs, del inglés Gene Ontology),
igualmente en Metascape con las DEPs identificadas en las cuatro lineas celulares
utilizadas (HaCaT, C33a, HelLa y SiHa). Los resultados mostraron que el
interactoma de C190rf47 esta relacionado con la degranulacién de neutrdfilos, el
desarrollo de la epidermis, la adhesion celular, la regularizacion de la migracion

celular y la estabilizacién de proteinas (Figura 13).

A)
1 |R-HSA-6809371: Formation of the comified envelope
] R-HSA-6798695: Neutrophil degranulation
] G0:0008544: epidermis development
il G0:0034109: homotypic cell-cell adhesion
] R-HSA-9725554: Differentiation of keratinocytes in interfollicular epidermis in mammalian skin
] G0:0050832: defense response to fungus
] hsa05130: Pathogenic Escherichia coli infection
e WP5355: Metabolic Epileptic Disorders
1 WP5124: Alzheimer 39 s disease
G0:0045104: intermediate filament cytoskeleton organization
[ ——— | G0:0010632: regulation of epithelial cell migration
| E———— G0:0052547: requlation of peptidase activity
GO:0050821: protein stabilization
R-HSA-382551: Transport of small molecules
0 2 4 6 8
40g10(P)
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Regulated by: HIF1A
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Figura 13 Enriquecimiento de funciones biolégicas, en tejidos y de reguladores del
interactoma proteina-proteina de C190rf47 en las lineas celulares HaCaT, C33a, HeLa y
SiHa. A) Las barras representan las funciones sobrerrepresentadas, con sus respectivos valores
de enriquecimiento y p-valores corregidos. B) Enriquecimiento de reguladores transcripcionales.
Se representan al regulador transcripcional HIF1A, sobrerrepresentado en el interactoma. Los
valores de enriquecimiento y significancia estadistica se indican para cada categoria de regulador.
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Se identifico a HIF1A como un posible factor de transcripcidn responsable de
regular las interacciones y funciones del interactoma. Este factor de transcripcion
es conocido por su papel en la respuesta celular a la hipoxia, que se activa cuando
hay bajas concentraciones de oxigeno, lo que provoca la transcripcion de genes
relacionados con la angiogénesis, el metabolismo energético y la supervivencia
celular (Paredes et al., 2021; Rashid et al., 2021).

La deteccidon del factor de transcripciéon HIF1A como un posible regulador,
sugiere que C19orf47 tendria un papel en la regulacién del ambiente celular en
respuesta a la hipoxia, asi como en la regulacion de la expresion génica a niveles
bajos de oxigeno, o bien, participar en la actividad transcripcional mediada por
HIF1A.

Para comprender mas a fondo el interactoma de C190rf47 y sus funciones
bioldgicas, se construyd un interactoma individual a partir de cada una de las DEPs

de cada una de las lineas celulares mediante STRING.

El analisis de los resultados, correspondientes a los interactomas de las
cuatro lineas celulares, mostré6 que C190rf47 esta involucrado en la regulacion
metabdlica, las respuestas inflamatorias e inmunitarias, el mantenimiento de la
estructura celular y la estabilidad proteica tanto en lineas cancerosas y no

cancerosas.

Ademas, se esperaria que participara en la regulacién de la diferenciacion
celular, la proteccion contra el estrés mecanico, la adhesion y la cohesion celular, el
mantenimiento del citoesqueleto y la integridad del epitelio, asi como en la
regulacion de la diferenciacion celular, la respuesta del sistema inmune, el

transporte intracelular y la produccion energética (Figura 14).

En ausencia de propiedades carcinogénicas (HaCaT), C190rf47 mantiene
interacciones mayoritariamente nucleares, esto podria indicar que podria influir en
procesos bioldgicos fundamentales como mediador de las interacciones proteina-

proteina, sintesis proteica y la regulacién de la proliferaciéon celular. Igualmente se
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identifica que podria ser blanco de PTMs relacionadas con la acetilacion,
hidroxilacién, mismas que podrias influir en su funcionalidad. Ademas, parece estar
involucrada en funciones criticas para el mantenimiento de la funcion normal de las
células epiteliales. Esto incluye la estructura celular, adherencia, integridad epitelial

y el mantenimiento de la barrera epitelial funcional (Figura 14A).

En la linea celular C33a, se sugiere que C190rf47 estaria implicada en la
sintesis y degradacion de proteinas, proliferacion y la unién celular. Ademas, podria
estar asociada con la diferenciacién y la sefalizacion celular, asi como la progresion

tumoral (Figura 14B).

En contraste, en linea celulares cancerosas infectadas por VPH (HelLa y
SiHa), C190rf47 podria participar en la regulacion de la estructura celular, respuesta
al estrés, senalizacion celular, respuesta inflamatoria y la apoptosis. Ademas, podria
interactuar en la sintesis de proteinas y el transporte intracelular, asi como en la
unién celular y el transporte celular. Igualmente se identificaron proteinas que estan
reguladas por la infeccion del VPH y ayudan a las células a adaptarse a condiciones

adversas (Figura 14C y D).

Estos hallazgos sugieren que la funcion de C19o0rf47 podria estar mediada
por la presencia de las propiedades carcinogénicas y al mismo tiempo estar
involucrada en la progresion del cancer bajo la presencia del VPH. En células no
cancerosas como HaCaT, C190rf47 esta mas centrado en mantener la integridad y
funcionalidad epitelial. Mientras que en células cancerosas y en presencia de VPH,
C190rf47, podria involucrarse en la progresion tumoral, respuesta al estrés celular

y la adaptacion a condiciones adversas.
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Figura 14. Interactomas de C190rf47, de cada una de las lineas celulares: HaCaT,
C33a (VPH -), HeLa (VPH 16) y SiHa (VPH 18). Del lado izquierdo se observan las redes de los
interactomas, de C19orf47, que correspondientes a las lineas celulares HaCaT (A), C33a (C),
HelLa (E) y SiHa (G) respectivamente. Cada nodo representa las proteinas que interactdan
directamente con C190rf47 y los bordes indican las interacciones entre ellas. Los colores de los
nodos indican los procesos biolégicos en los que participan las proteinas, segun la leyenda. Del
lado derecho se presentan los mapas de las clases funcionales, correspondientes a los
interactomas de C19orf47, de cada linea celular: HaCaT (B), C33a (D), HelLa (F) y SiHa (H).
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7.6.1.2. Redes Interactomicas de C190rf47, mediante MCODE en
HaCaT, C33a, HeLa y SiHa

Para ampliar el entendimiento de los procesos biolégicos o funciones en las
que podria involucrarse C190rf47, se realizé un analisis por MCODE del interactoma
de C190rf47 mediante Metascape a partir de las DEPs de cada una de las lineas
celulares utilizadas (Figura 15). Este analisis individual ofrece variaciones entre los
diferentes componentes moleculares con los que C190rf47 podria estar involucrado

entre los diferentes contextos celulares y condiciones (como la infeccion por VPH).

B) 0

. Reticulacion de péptidos . Reticulacién de péptidos

. Degranulacion de neutrofilos . Traduccion proteinas ribosomicas

citoplasmaticas

- Péptidos antimicrobianos

. Interacciones de semaforina

. Induccion a la migracion celular
y el colapso del cono de

. Degranulacion de neutrofilos
crecimiento

B Reticulacion de péptidos
B Degranulacién de neutréfilos

B Guia de axones

Figura 15. Red interatomica P-P de C190rf47, de 4 lineas celulares, identificados
por MCODE. A-D) Redes Interactomicas en HaCaT, C33a, HelLa y SiHa, respectivamente. Los
nodos representan proteinas y los bordes indican interacciones. Los componentes de red
densamente conectados identificados por MCODE se resaltan con diferentes colores y se
asignan funciones biolégicas enriquecidas en cada mdédulo, como se indica en la leyenda. El
tamano de los nodos es proporcional al numero de interacciones de cada proteina.
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Al igual que en el analisis del interactoma general de C190rf47, se observo
que en las cuatro lineas analizadas (HaCaT, C33a, HelLa y SiHa) procesos como la
degranulacién de neutrofilos y la reticulacidon de péptidos estan presentes de
manera consistente. Sin embargo, en comparacion con el analisis general, ademas
de los componentes ya mencionados, se observaron posibles implicaciones
adicionales de C190rf47. En la linea celular no tumoral, HaCaT, se identificé que
esta proteina podria estar involucrada en la dinamica celular. Ademas, se
identificaron interacciones con péptidos antimicrobianos, asi como la induccién a la

migracion celular y el colapso del cono de crecimiento.

Mientras que en la linea celular tumorales con ausencia de la infeccién por
VPH (C33a), se observaron posibles implicaciones relacionadas con la interaccion
con la semaforina, mismas que no se habian identificado previamente. Esto sugiere
que esta proteina podria tener un papel importante en la regulacién del crecimiento
celular y la sefalizacion celular. Ya que las semaforinas, ademas de estar
involucradas durante el desarrollo neuronal, estan involucradas en la migracién y la

adhesion celular.

En contraste con las lineas tumorales infectadas por VPH (HeLa y SiHa) Se
observan procesos similares a los obtenidos en el analisis general como la
reticulacion de péptidos. Aunque los procesos son consistentes con el analisis
general, la infeccion por VPH podria modificar la intensidad o el contexto de estas
interacciones, sugiriendo que C190rf47 podria desempefar un papel diferente bajo

condiciones de infeccion.

Esto sugiere que C190rf47 tendria un papel potencial en la regulaciéon de
procesos biologicos claves relacionados con la respuesta inmune y el
comportamiento celular, dependiendo del contexto celular y la presencia de factores

como la infeccién por VPH (HelLa y SiHa).
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7.6.1.3. Clases funcionales del interactoma de C190rf47 en HaCaT,
C33a, HeLa y SiHa

Con el fin complementar el enriquecimiento de las funciones se realizé un
analisis a partir de genes de ontologia (GOs) de los interactomas de C190rf47 de
cada linea celular y encontrar diferencias significativas entre ellas, se repitio el

analisis ontoldgico con cada uno de los modelos.

En el caso particular, en HaCaT, se encontré que C19orf47 podria estar
involucrada en otros procesos ademas de la degranulacion de neutréfilos, como la
adhesidn célula-célula y el desarrollo de la epidermis (Figura 16). A diferencia de las
otras lineas celulares estudiadas, en HaCaT se observd que la interaccion de
C190rf47 podria estar regulada por factores de trascripcion especificos como SP1,
RELA y NFKB1. Estos factores de transcripcion son conocidos por su participacion
en la respuesta inmune y la regulacion de genes involucrados en la funcién de la

barrera epitelial.

A)
= R-HSA-6798695: Neutrophil degranulation
G0:0098609: cell-cell adhesion
1 GO0:0008544: epidermis development
] R-HSA-6809371: Formation of the comnified envelope
| G0:0017014: protein nitrosylation
| R-HSA-9725554: Differentiation of keratinocytes in interfollicular epidermis in mammalian skin
G0:0061844: antimicrobial humoral immune response mediated by antimicrobial peptide
R-HSA-422475: Axon guidance
WP5355: Metabolic Epileptic Disorders
E = J G0:0045104: int diate filament cy organization
=] M5885: NABA MATRISOME ASSOCIATED
] WP5124: Alzheimer 39 s disease
G0:0010632: regulation of epithelial cell migration
G0:0031647: regulation of protein stability
R-HSA-9612973: Autophagy
1 G0:0000302: response to reactive oxygen species
G0:0072659: protein localization to plasma membrane
R-HSA-376176: Signaling by ROBO receptors

1og10(P)

B) | |Regulated by: HIF1A
| Regulated by: SP1

] Regulated by: RELA

| Regulated by: NFKB1
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Figura 16. Enriquecimiento funcional en tejidos y reguladores del interactoma
proteina-proteina de C190rf47 en la linea celular HaCaT. A) Enriquecimiento de funciones
biologicas. Las barras representan las funciones mas significativamente enriquecidas, con sus
respectivos valores de enriquecimiento y p-valores corregidos. B) Enriquecimiento de
reguladores. Se representan los tipos de reguladores sobrerrepresentados en el interactoma
(HIF1A, SP1, RELA y NFKB1). Los valores de enriquecimiento y significancia estadistica se
indican para cada categoria de regulador.
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La deteccion de HIF1A como posible regulador de C190rf47 en la linea celular
no cancerosa, HaCaT, sugiere la participacion de C190rf47 en distintos procesos de
adaptacion a distintas condiciones de estrés ambiental. La linea celular HaCaT
como otros tipos celulares pueden enfrentar diversos factores de estrés que inducen
una respuesta similar a la hipoxia activando HIF1A como parte del mecanismo de

adaptacioén celular para manejar el estrés ambiental.

La presencia y la regulacion especifica de estos factores sugieren que
C190rf47 puede estar integrada en redes de sefnalizacidn que modulan la respuesta
inmune local y la homeostasis del epitelio en condiciones no cancerosas. Lo que
sugiere que en ausencia de CaCu, y de la infeccién por de VPH, C190rf47 podria
tener influencia en procesos especificos relacionados con la funcién de barrera
epitelial y la respuesta inmune local. Ademas. Podria participar en el mecanismo de

adaptacién celular para manejar el estrés ambiental.

Como se muestra en la Figura 17, en C33a, se observaron los patrones
funcionales previamente identificados de C190rf47, Sin embargo, destaca que, en
esta linea celular, C190rf47 podria estar involucrada en la sefializacion de VEGFA
y VEGFR2, esto podria indicar que C190rf47 puede desempefiar un papel crucial
en la regulacion de la angiogénesis y la respuesta vascular. Asi mismo estos
resultados también sugieren que puede tener implicaciones importantes para la
cohesion y la integridad del tejido celular, asi como para la migracion celular y la

formacién de estructuras multicelulares.

Lo resultados de este analisis por términos GOs mostraron la presencia de
los reguladores HIF1Ay SP1 (Figura 17). Por su parte y como ya se ha mencionado,
HIF1A es conocido por su papel en la respuesta celular a la hipoxia: mientras que
SP1, esta involucrado en la regulacion de multiples genes relacionados con la

proliferacién células, la diferenciacion y la respuesta a sefales externas.
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A) R-HSA-6798695: Neutrophil degranulation
R-HSA-422475: Axon guidance
G0:0098609: cell-cell adhesion

] G0:0034109: homotypic cell-cell adhesion
| G0:0017014: protein nitrosylation

| CORUM:2837: Profilin 1 complex

[ WP3888: VEGFA VEGFR2 signaling

——— hsa04915: Estrogen signaling pathway

| R-HSA-168255: Influenza Infection
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1 R-HSA-9725554: Differentiation of keratinocytes in interfollicular epidermis in mammalian skin
G0:0001906: cell killing

S R-HSA-1834949: Cytosolic sensors of pathogen-associated DNA

[ G0:0000226: microtubule cytoskeleton organization
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Figura 17. Enriquecimiento funcional en tejidos y reguladores del interactoma
proteina-proteina de C190rf47 en la linea celular C33a. A) Enriquecimiento de funciones
biolégicas. Las barras representan las funciones mas significativamente enriquecidas, con sus
respectivos valores de enriquecimiento y p-valores corregidos. B) Enriquecimiento de
reguladores. Se representan los tipos de reguladores identificado en el interactoma (HIF1A y
SP1). Los valores de enriquecimiento y significancia estadistica se indican para cada categoria

de regulador.

En las lineas celulares HelLa y SiHa se observaron fuertes similitudes, se
encontré que C19orf47 muy probablemente podria estar implicada, en procesos
fundamentales de crecimiento, sefializacion, adhesién y cohesion celular, ademas
posiblemente participa en la respuesta inflamatoria € inmune (Figura 18-19). A
diferencia de las lineas HaCaT y C33a que presentaron mas de un regulador, en
lineas infectadas por VPH se observa que C190rf47 estaria siendo regulado
unicamente por HIF1A lo que podria indicar que C190rf47 puede ser parte de los

mecanismos adaptativos de las células ante condiciones de bajos niveles de

oxigeno.

Ademas de su participacion en las funcion previamente descritas, C190rf47
también mostré posibles implicaciones en respuestas inflamatorias e inmunes en
ambas lineas celulares. Esto indica que podria estar involucrada en la modulacién
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de la respuesta del sistema inmunitario ante estimulos internos o externos, lo cual

es crucial para la defensa del organismo y la regulacién de la inflamacion.

A
) R-HSA-422475: Axon guidance
R-HSA-6798695: Neutrophil degranulation
G0:0034109: homotypic cell-cell adhesion
G0:0098609: cell-cell adhesion

J WP5355: Metabolic Epileptic Disorders
] R-HSA-190828: Gap junction trafficking
] hsa05012: Parkinson disease
] CORUM:2837: Profilin 1 complex
R-HSA-168255: Influenza Infection
G0:0043588: skin development
] WP3888: VEGFA VEGFR2 signaling
G0:0050821: protein stabilization
hsa04820: Cytoskeleton in muscle cells
] G0:0071345: cellular response to cytokine stimulus
I — R-HSA-9013418: RHOBTB2 GTPase cycle
G0:0030162: regulation of proteolysis
R-HSA-9725554: Differentiation of keratinocytes in interfollicular epidermis in mammalian skin
] R-HSA-162906: HIV Infection
G0:2001233: regulation of apoptotic signaling pathway
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Figura 18. Enriquecimiento funcional en tejidos y reguladores del interactoma
proteina-proteina de C190rf47 en la linea celular HeLa. A) Enriquecimiento de funciones
biolégicas. Las barras representan las funciones mas significativamente enriquecidas, con sus
respectivos valores de enriquecimiento y p-valores corregidos. B) Enriquecimiento de
reguladores. Se representan el regulador sobrerepresentado en el interactoma (HIF1A). Los
valores de enriquecimiento y significancia estadistica se indican para cada categoria de
requlador.
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=) R-HSA-2173782: Binding and Uptake of Ligands by Scavenger Receptors
[——= G0:0010632: regulation of epithelial cell mig
[Comm—— 60:0061077: chaperone-mediated protein folding
R-HSA-5357801: Programmed Cell Death
| R-HSA-9700206: Signaling by ALK in cancer
0 2 4 6 8 10 12 14 16
40g10(P)

B)

Regulated by: HIF1A

T T T T T

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
1og10(P)

Figura 19. Enriquecimiento funcional en tejidos y reguladores del interactoma
proteina-proteina de C190rf47 en la linea celular SiHa. A) Enriquecimiento de funciones
biologicas. Las barras representan las funciones mas significativamente enriquecidas, con sus
respectivos valores de enriquecimiento y p-valores corregidos. B) Enriquecimiento de
reguladores. Se representan la sobrerepresentacion del regulador HIF1A, en el interactoma de
SiHa. Los valores de enriquecimiento y significancia estadistica se indican para cada categoria
de reaulador.
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7.6.2. Analisis comparativo, de la expresion proteica, entre las lineas
celulares cancerosas (HeLa y SiHa) contra no cancerosas
(HaCaT)

Para identificar a las proteinas sobre expresadas en las lineas celulares
utilizadas y sus implicaciones bioldgicas, se realizdé un analisis comparativo entre
las intensidades proteicas obtenidas del analisis por LC-MS/MS de las

precipitaciones de C190rf47 en cada linea celular.

Primero, se realizdé la comparacion de las lineas celulares cancerosas
infectadas con VPH (HelLa y SiHa) contra la linea celular no cancerosa HaCaT
(Figura 20). Para esto, se comparo la intensidad proteica de las DEPs (previamente
identificadas) de las lineas celulares a comparar, mediante un volcano plot para
identificar aquellas proteinas cuya intensidad proteica fuese significativa o Unica en
cada una de las lineas comparadas y posteriormente, se construyo el interactoma
de estas proteinas significativas. Esto permitié identificar patrones unicos de
expresion proteica que podrian estar asociados con la transformacion maligna y

caracteristicas especificas del cancer. (Figura 20A).

Una vez identificado el interactoma de estas proteinas sobre expresadas, se
logré identificar las funciones y procesos en los que estan involucradas, en el caso
de la comparaciéon entre HaCaT y Hela, se sugiere la intervencion de C190rf47 en
procesos relevantes como la regulaciéon de la proliferaciéon celular, adhesion
invasion, migracion y metastasis, ademas de la regulacidon del citoesqueleto y la
respuesta al estrés celular. Igualmente, se identificd que el factor de transcripcién
HIF1A nuevamente podria ser el regulador de estas interacciones proteicas (Figura
20A-B).
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Figura 20. Andlisis de la expresidon proteica en lineas celulares cancerosas
infectadas con VPH contra cancerosas no infectadas. Se realizé un analisis proteémico para
comparar los niveles de expresion de diferentes proteinas entre las lineas celulares cancerosas
infectadas con VPH contra la linea no infectada C33a A) Volcano plot mostrando las proteinas
representativas entre C33a y Hela, las proteinas mostradas en azul representan a aquellas que
se sobre expresan en Hela a diferencia de HaCaT. B) Interactoma resultante de las lineas sobre
expresadas en HelLa. C) Volcano plot con las proteinas sobre expresadas en SiHa. D)
Interactoma de las proteinas sobre expresadas en SiHa

Se sabe que, bajo condiciones celulares normales, HIF1A esta inactivo y se
degrada rapidamente en presencia de oxigeno. Sin embargo, bajo condiciones de
hipoxia o en muchos tipos de cancer, HIF1A se estabiliza y activa la transcripcion
de genes que favorecen la adaptacion celular, incluyendo aquellos relacionados con

la glucdlisis por senescencia y la angiogénesis. La persistente presencia de este
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factor en diferentes interactomas de C190rf47, especialmente en HelLa y SiHa,
mismas que son ceélulas que presentan un crecimiento rapido y a menudo, una
neovascularizacién ineficaz que conduce a zonas de baja oxigenacion sugiere que
HIF1A podria activar la expresion de genes que promueven la glucdlisis, incluso en
presencia de oxigeno, contribuyendo al efecto Warburg. Este efecto implica una
preferencia por la glucdlisis para la produccién de ATP, a pesar de la disponibilidad

de oxigeno, resultando en una acumulacién de lactato.

Los resultados obtenidos de la comparacion entre HaCaT y SiHa, sugiere que
C190rf47 desempena un papel en la proliferacidon celular, metastasis, la
supervivencia de tumores bajo condiciones de estrés y la adhesion celular. Ademas,
se sugiere que podria desempenfar un papel importante en la adaptacion a entornos
hipoxicos (Figura 20C-D). Igualmente se predice que C190rf47 podria tener una

implicacion glucolisis por senescencia y en el efecto Warburg.

En resumen, el analisis comparativo entre las lineas cancerosas, contra el
control de lineas no cancerosas (HaCaT), reveld un conjunto de proteinas
significativas en HeLa y en SiHa, conformado por ANAX2, CSTA. DSC1, GAPDH,
HSPB1, PLEC, KRT18, LDHA, PFN1, RSP14, RSP16, TUBA1C y TUBB. Esto
sugiere que C190rf47 podria desempefiar un papel crucial en el cancer, participando
en la regulacién de la proliferacion celular, la adhesion, invasiéon y migracién celular,
esenciales para la metastasis, y en la regulacion del citoesqueleto. Ademas, podria
estar implicada en la respuesta al estrés celular y la adaptacion a entornos
hipéxicos, Igualmente se sugiere una intervencion entre C19orf47, el efecto

Warburg y, por consiguiente, la glucélisis por senescencia.

Al tener una expresion significativa de LDHA y HSPB1 podemos sugerir que
C190rf47 podria participar en el efecto de Warburg, ya que estas juegan un papel
esencial en dicho efecto. En este caso, las células cancerosas metabolizan glucosa
principalmente a través de la glucdlisis aerdbica para apoyar la biosintesis celular,
este proceso es indispensable para el crecimiento tumoral rapido y para eludir la
apoptosis. Asi mismo estas proteinas estan asociadas con respuestas adaptativas
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a la hipoxia, lo que le confiere a una célula cancerosa la capacidad de sobrevivir a

bajas concentraciones de oxigeno (Liu et al., 2022; Sharma et al., 2022).

Otro gen destacado es GAPDH, conocido principalmente por su funcion en
la glucdlisis, pero igualmente por funciones adicionales derivadas de PTMs, en la
regulacion de la muerte celular y la respuesta al estrés. También tiene implicaciones
en la angiogénesis y la supervivencia celular bajo diferentes condiciones adversas,
entre las que se incluye la hipoxia (Butera et al., 2019; Paredes et al., 2021; Sirover,
2018).

Por su parte la plectina (PLEC), actua como un andamiaje celular relacionado
con la adhesion, migracion, invasion y metastasis. Debido a la expresion especifica
y la localizacién diferencial de la plectina en el cancer, la mayoria de los
investigadores la han convertido en un potente impulsor de las caracteristicas
malignas en muchos canceres humanos (Gao et al., 2023), Ademas. DSC1, KRT18,
RSP14, RSP16, TUBA1C Y TUBB, son proteinas que ha sido identificadas en
diversos modelos de estudio de cancer como biomarcadores u oncogenes que
participan en procesos metabdlicos y de sefializacién celular, importantes para el
cancer, ya que actuan como reguladores del ciclo celular, potenciando directamente
la capacidad de proliferacion, invasién y migracion de la células o procesos
especializados como la alteracion de la reparacion del ADN y la senescencia (Chen
etal., 2021; Hu et al., 2023; Hu et al., 2022; Hurtado et al., 2023; Kamal et al., 2020;
Zhang et al., 2019; Zhao et al., 2023). Mientras que estudios previos han mostrado
que ANAX2, CSTA y PFN1 podrian desempenar una funcién como supresores
tumorales (Gau et al., 2023; Lapcik et al., 2023; Myklebust et al., 2012; Wang et al.,
2019; Wang et al., 2021; Yao et al., 2014).
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7.6.3. Analisis comparativo, de la expresion proteica, entre las lineas
celulares cancerosas HelLa (VPH 16) y SiHa (VPH 18) contra C33a
(VPH-)

Finalmente se realiz6 otra comparacién entre las lineas cancerosas
infectadas con VPH (HelLa y SiHa) contra la linea no infectada (C33a), profundizado
en las diferencias de la expresion de proteinas que podrian estar relacionadas en la
agresividad y capacidad viral del VPH en CaCu. (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis de la expresion proteica en lineas celulares cancerosas infectadas
con VPH contra cancerosas no infectadas con VPH. Se realizé un analisis proteémico para
comparar los niveles de expresion de diferentes proteinas entre las lineas celulares cancerosas
infectadas con VPH contra la linea no infectada C33a A) Volcano plot mostrando las proteinas
representativas entre C33a y Hel a, las proteinas mostradas en azul representan a aquellas que se
sobre expresan en HelLa a diferencia de HaCaT. B) Interactoma resultante de las lineas sobre
expresadas en HelLa. C) Volcano plot con las proteinas sobre expresadas en SiHa. D) Interactoma
de las proteinas sobre expresadas en SiHa
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Los resultados de la comparacion entre C33a y Hela, mostraron que
C190rf47 podria influir en la capacidad del virus del VPH-18 para infectar y
replicarse. Y sobrevivir en condiciones de estrés dentro de la célula huésped al
regular el metabolismo energético y en la respuesta al estrés celular (Figura 21 A-
B). Mientras que las diferencias entre las lineas celulares C33a y SiHa (infectada
con VPH 16) sugieren que puede estar relacionada con la regulacion del
metabolismo energético y del estrés celular, asi como en la supervivencia del virus
dentro de las células huésped (Figuras 21C-D). Las proteinas identificadas abarcan
una variedad de funciones clave que estan estrechamente ligadas a la interaccion
entre el virus y las células hospederas, haciendo énfasis en el contexto del CaCu y
el VPH.

En este sentido, ubicamos a ANXA2 como una proteina multifuncional que
participa en procesos celulares vitales como la adhesién y metastasis del cancer,
ademas. Se ha demostrado que esta proteina desempefia un papel activo en
infecciones, lo que sugiere un papel importante en la replicacion viral y su
patogénesis dentro de las células huésped (Park et al., 2024). ATP5F1A es un
componente del complejo V mitocondrial que no solo facilita el metabolismo
energético celular, sino que también es capaz de interactuar con proteinas virales
como el VPH en procesos relacionados con la respuesta celular a infecciones virales
(You et al., 2013). CSTA podria estar involucrada en la regulacion de las respuestas
inmunitarias ante la infeccion de este virus gracias a su funcion como inhibidora de
proteasas de cisteina (Turk, 2008). El conjunto de DSC1 y DSP, involucradas en la
adhesion celular y la integridad epitelial estan asociadas con el cancer y podrian ser
relevantes en la interaccion virus-huésped. Nuevamente GAPDH destaca por verse
implicada en multiples roles en los que se incluyen la replicacion viral y la respuesta

inmune gracias a sus multiples funciones obtenidas de PTMs (Seidler, 2013).

A pesar de que genes como MYH9 y PFN1 desempefian un papel crucial
como supresores tumorales, se cree que podrian verse relacionados en la respuesta
viral y su fitopatologia (Liu et al., 2024). Mientras que TGM3, conocida por su papel
dentro del desarrollo de la piel y el cancer, podria tener implicaciones en la
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interaccién viral debido a su capacidad para realizar modificaciones proteicas. Por
ultimo, TUBB, asi como otras proteinas del citoesqueleto pueden ser cruciales para

la entrada viral y la propagacion intracelular del VPH (Chermnykh et al., 2020).

A pesar de presentarse un panorama mas despejado sobre la funcion de
C190rf47 en la sefalizacion celular y su desempefio en cancer, aun no es posible
asignarle con toda certeza una funcién exacta debido a la diversidad de

interacciones y a su localizacién subcelular dual.

La relacion evidente, entre C190rf47 y el VPH, en la progresion de CaCu,
plantea preguntas sobre como exactamente interactuan e intervienen dentro de la

biologia celular y la patogénesis viral.

Cabe destacar que C190rf47 pertenece a una familia de proteinas no
caracterizadas, esto representa un mayor desafio en términos de interpretacién
funcional y su respectiva comparacion con las proteinas mas estudiadas. Por lo que
es necesario, realizar ensayos funcionales para confirmar los resultados, asi como
la importancia y relevancia clinica de las proteinas identificadas. Por esta razén es
importante realizar estudios de sobreexpresion y silenciamiento génico, en modelos
celulares y animales de experimentacion, para confirmar su papel funcional en la
patogénesis del cancer cervicouterino. Ademas, investigaciones futuras podrian
centrarse en comprender mejor las interacciones especificas de C190rf47 con otras

proteinas y su impacto en vias bioldgicas especificas.
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8. CONCLUSIONES

Con base con los resultados obtenidos en este trabajo, se determiné que
C190rf47 es una proteina localizada en el citoplasma y nucleo celular, y se propone
que, en esta localizacion dual, la proteina podria tener interacciones proteicas
diferentes en cada complejo con otras implicaciones funcionales ya que demostro

estar involucrada en procesos biolégicos propios de ambos organulos.

Se sugiere que en condiciones no cancerosas (HaCaT), C190rf47 es una
proteina involucrada en el mantenimiento de la sefalizacion celular, la respuesta
inmunitaria, la regulacion del citoesqueleto y la respuesta al estrés celular. Bajo el
contexto celular del CaCu, C190rf47 podria participar en procesos relevantes como
la proliferacion celular, adhesion, invasién, migracion y metastasis. Ademas, se
sugiere que C190rf47 podria influir en la capacidad del virus del VPH para infectar,

replicarse y sobrevivir dentro de la célula huésped.

Se propone que el factor de transcripciéon HIF1A puede ser un regulador
maestro del interactoma de C190rf47 en condiciones cancerosas, y que esta
proteina sea clave en la resistencia a la hipoxia, glucdlisis por senescencia y por
consecuencia en el efecto Warburg. Mientras que, en condiciones celulares no

tumorales, podria ser un factor clave para la resistencia al estrés ambiental.

El estudio de esta proteina proporciona una base para el entendimiento de
los mecanismos de moleculares y biolégicos del desarrollo y progresion de esta
enfermedad. Igualmente contribuyen al estudio integral del proteoma humano,
posicionando a C19orf47 como una pieza importante para el estudio del cancer

cervicouterino.
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