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RESUMEN 

Los Papllomavlrus Humanos (PVH) presentan una alta especi:fl­

culad tisular, ya que solo Infec-tan eplt.elios estrat.l-flcados 

planos, en donde pueden desarrollar tumores benignos o mallgnos. 

Dentro del genoma de ADN estos virus, exist.e un fragmento llamado 

Reglón Larga de Control (RLC), que contiene SitiOS de unión para 

fact.ores t.ransreguladores celulares y virales. El estudiO de la 

interacción de fact.ores celulares con la RLC del PVH-18 (impli­

cado en cAncer cérvlco-uterino), mediante ensayos de retarda ­

miento en gel, mostró la unión especi-fica de dos factores nuclea­

res. El factor K se encuentra enriquecido en células He La (de 

origen ep i t.elial e str atl:flcado) con respecto a. llneas célulares 

no eplteHales. c élulas de epitelios Simples y glandulares y 

leucoclt.os humanos clrculant.es que no son blancos naturales de 

los PVH. La región reconocida por este factor es homóloga a una 

secuenc ia conservada en reglOnes promotoras de genes de cltoque­

rat.lnaS e involucrlna humanos. que se expresan solo en epitelios 

estratifi c ados, esto sugiere que un -factor nuclear de queratlno­

citos esta Involucrado en La regulaCión de la transcripCión 

temprana del PVH-18. Un segundo fact.o r , la protelna celular AP-l 

interaCClcna con una secuenCia de ADN repetida dos veces en la 

RLC del PVH-18 y es la transd.uct.ora -final de una serie de eventos 

que se IniCian en el exterior d.e la célula y terminan en el 

nllcleo con la activación transcripc10nal de algunos genes. 



ABREVIATURAS 

ADN. - AC)(1o 2' (1esoxIrrlbonuclé"lco. 

APS.- Persulfato de amonio. 

ARN. - ACIdo ri:bonucl~IcO . 

CaCU.- C.1ncer c~rv\CO-uterlno . 

CIP.- Coctel de inhibidores de prot.easas. 

c pm. - Cuentas por minuto. 

dNTP.- 2 ' deoxlnucleo"tido S' t.r1:tosfat.o. 

DTT.- Dit-hiot.hreit.ol. 

EDTA.- Ac ido et.ileno-d i amlno t.et.raacé"tico. 

HeLa .- Células derivadas de carCInoma cervical humano con PVH-16 

int.eg rad o. 

Hepes N-2 hldr o xlet.l1-piperazina-N'-2-4cldo etano sulfdhlCO. 

MLA. - Marco d e lectura abi ert.a. 

NI C.- Neoplasia int.raepl t el1al cerv1cal. 

NP - -1 0 . - Nonidet.-P - -10. 

pb.- Pares <1 e :ba5ea. 

PMSF.- Fluoruro de fenllmet.11 sulfonllo. 

PVH.- Papiloma virus humano. 

PVH-16.- Papllo mavlrus huma no t.ipo 18. 

RLC.- Reglón larga de control. 

TBl:.- Trla-Bo rat.os-EDTA. 

TE. - Tria-EDTA. 

Tria Hid rox Imet.il-:-aminOIll&t.anO. 
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INTRODUCCION 

El c Ancer e~ uno de los prohlelllaS lIIá s grandes plant.eados 

p ara la lIIedicina moderna y uno de los más fasclnanes para. la 

biologia molecular. 

r En t.~rllllno~ biológicos el cAncer es la manifest.ac IOn de 

alt.eraciones en los mecanismos b á sicos de cont.rol de la 

regulaciOn met.ab611ca, divisiOn y diferenciaciOn celular de los 

organismos supertore:,-J 

Estos ca mb IOS pueden definirse como alteraCiones heredables 

en una clHula caraCt.erizad os por una mayor velocidad de dlvi~IOn. 

una dl:ferenClaclOn parCial o imperfect.a, presenCia de met.ást.a.sls, 

pérdida de la InhiblCIOn por cont.act.o, poca coheslOn, cambiOS en 

la lIlorfología, est.ruct.ura ant.ig ~nlca, b lOquímlca y por lo regUla r 

carlotipica. uniOn p o r contacto con c~lula s de o tr o tejido. 

aUlllent.o de los movlmient.os celulares en CUlt.IVOS, elaboraciOn de 

t.oxlnas para ot. ras c~lulas y sobrevlvenCla en tr3nsplante~ 

(Robbins, 1971; Alvarez, 1966 ; AVlles, 1969). 

rLa denolll1naciOn c :i.nCll r Sil' hlL utiliz ... d o p ... r .. d .. sign ... r ... l Coa 

t.umores mahgnos, los cuales se diferencian de los b enignos por 

t.ener un creci miento acelerado, ser metastásicos y n o estar :tIien 

diferenciados (no se parecen al tejido de origen ).\ 

Las prolifer a cI0n anormal de una c~lula da lugar a una 

neoplasia, que sign i fica crecimient.o nuevo y la masa que est.a 
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c ompuest.a por el nuevo crecimiento, se denomina neoplaslIUt. 

( WIIII S , 1952, Citado en Robblns, 1971). 

Es claro que el desarrollo de un proceso carclnogtnlco 

encierra una serie de eventos consecuuvos o simultáneos, donde 

debe de eXlsur un iniCIO que involucra estimulos ex6genos y/o 

endógeno s y se debe rebasar un umbral para que se Implante el 

est.ddo carclnogtnlco: la InlclaciOn es segUida por un periodo de 

latenCia donde muy poslblement.e se lleven a cabo los ca mbios a 

nivel molecular para que se adquiera e Implante el fenotipo 

transformado . ~s est.lmulos endógenos pueden ser genéticos, 

hormonales o inmunitar ios; los exógenos involucran una amplia 

variedad de elementos amblent.ales t.ales como estllllulos qUll11lCOS 

( IniCiadores y promot.ores de t.umores), físicos (luz U.V.) y 

bi.ológlco;; 

Los procesos tumorales pu eden present.ar diversas manifest.a-

ciones c llnlcas, pero se conSider a que t.odos ellos t.ienen causas 

comunes que los desencadenan . A nivel molecular dos de los 

fact.ores más Import. a nt.es que Int.ervlenen en la carcinogéneSiS son 

los oncogene s y los virus. 

L o s r e Clen t.es progresos en el conoCimient.o de la blologla 

molecular de l os virus t.u morales, as! co mo las t.écnicas de 

ingeniería genética, han conducido a la Ident.ificación de genes 

del c/lncer en células de mamItero, conocidos como o ncogen es, cuyo 

fUnclOnamlen to Inadecuado parece ser un factor responsable de la 

t.rans:tormaciOn neoplasica (Bishop, 1983; Dulbecco; 1981). 
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CANCER CERVICO-UTERINO 

Actualmente, el cancel' ocupa uno de 10;5 cInco prlmero;5 

lugares como causa de defunciOn en muchos paIses del mundo, 

afectando a personas de entre 30 y 60 atlos principalmente (Diaz y 

Zaragoza, 1911; FernAndez, 1963). Cada afta, mas de 80 0 00 

meXIcanos mueren por est.a enfermedad. Las est.adist.tcas report.an 

que la mol't.al1dad por nfiloplaslaa es de un 11". donde el cancer 

cérvico~uterino ocupa el primer lugar ent.re las mujeres (Barroso, 

1986). 

El cAnce l' cérvICo~u1:erlno (CaCU) es la enfermedad neopláslca 

más frecuent.e en la poblaclOn femenlnll de los paises subdesarro~ 

11ados (En Pet.o, 1986). A nivel lIIundial el CaCU ocupa el segundo 

lugar com o causa de muerte por neoplasias, superado solo por III 

carCinoma mamarla (Shodell. 1986: Broker y B01:cban,1986). 

Seglln la OrganizaciOn Mundial para la $alud, cada an.o se 

registran al menos 150 000 casos; de los cuales cerca del 15" 

fallece. 

La aplic acl6n de campan.as masivas de deteCCión temprana del 

CaCU, Junt.o a los avances t.erapéuticos, han permitido en las dos 

Últ.llllas decadas una dlsmlnucl6n notable en la Incidencia y mort.a­

lidad de est.e padeCimIento en los países desarrollados (Nelson y 

coL!!!. , 1981: Hakama, 1989). Act.ualment.e en est.os países se ha 

Incrementado la frecuenci a de la neoplasia Int.raepl t.e l1al 

cerVIcal (NIC) que se considera la lestón precursora del CaCU --
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(Nelson y cols., 198 1; RaylDond, 1987). 

La epidemIolOgía del c Ancer genital humano, muestra una 

clara corre laciOn entre esta e nfermedad y la actividad sexual, 

por lo que se han cons ld erad o co mo factores de riesgo : las 

experienciaS sexuales a edad teIQprana, contacto sexual con varios 

indiVIduos, con ta c t o sexual con un ind ividuo cuya pareja ha 

estad o previamente afectada por c ancer cérvic o-uterlno, compatl.ero 

s e xual con exper i.encla con va rias mujeres, también correlaCIona­

dos con enfermedades v enéreas y companero sexual con cáncer d.e 

pene. 

PAPILOMAVIRUS HUMANOS Y CaCU 

NUlllerosas observaCiones cUnicas, asl COIIIO est.udIoS epu1e­

lIIIOIOgICOS, sugieren que un fact.o r viral transmitido sexualment.e. 

est.a involucrad o en el desarrollo del CaCU. 

Actualmente s e t.ienen v arias evidencias de la partlclpaCiOn 

de los Papllomavlrus en La prodUCCión de tumores de t.i po benigno 

y maligno en los hUManos (zur Mausen, 1986; zur Hausen, 1987a). 

Los hUDlanos son afect.ados por una amplia v ariedad de PVH; a 

la f echa se h an caracter iza do mas de SO tipos dlferentea (Cale y 

Danos, 1981). Estos colonizan epitelios estratificados planos e 

inducen la torlll4cIón de t.ulllores benignos (verrugas y condUolDas ) 

y lIlalign os. prinC Ipalmente can cer cf!rvlco-uterlno. 

Recientemente se han o btenido lilas fu ndalllentos sobre el papel 
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oncog~nlCO de estos virus (Durst y co15., 1983), mechan"te "t@cnl­

cas de 9iol091a Molecular, con las que se han de"tectado secuen­

Cias d.e ADN d.e PVH en tumores. La asoclacHln de PVA tIpo 16, 18, 

31, 33 Y 3S con cancel' genital, neoplasias intraepl"tellales vul " 

vares. cervicales y c<!orClnomas d.e pene, es"tá ahora bien doculllen­

t<!oda (Durst. 1987; zur Hausen, 1987b). 

De todos los tIpOS de PIJH, s610 algunos de ellos (6. 11. 16, 

18. 31. :33 y 3':.) se han encontrado frecuent.ement.e en tumores de 

la regl6n genital . Los "tIPOS 6 Y 11 se han encontrada en 90-100" 

de leSIOnes benignas, en 25" de leSiones precancerosas y muy 

r3ramente (2") e n las cancerOsas (Gissmann y col s ., 1983; L orlncz 

y col s., 1987). Por el contrariO en 90" de carcInomas "In SltU· o 

Invasores se han encClnt.rad o los tipOS 16, 18. 31, 33 Y 35 (Ourst 

y col s ., 1983; Bo.shart y cols., 1981; Be<!oud.enon y cols., 1986); 

de estos casos, el 50-90'" corresponden los tipos 16 y 18 (en 

general el tIPO lb es 3 vece s mas trecuente que el upo 18). 

En M!xl c o . aprOXimadamente el 31" de los cánceres cervicales 

estud.lados en estadiO de malignidad.. 1 y 1I se asocIa al PVA-l6 

(GarlgllO 'J COI s., 1987), y un 7" en dlterentes estad.los de 

malignidad al PVA-l8 CAviles. 1989). 

BlOLOGIA MOLECULAR DE LOS PVH 

L" s PVA. son un grupo de virus pequet!.o5 que pertenecen 

a la taml1u PAPOVAVIR IDAE. al Igual que Polloma y SV10. 
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Las particulas virales contienen sólo ADN y proteinas, el 

genQ:Ila se encuentra compactao.o con hlstonao!., 1'ormando nucleosomas 

y encapsldado en virlones Icosah é o.rlcos con 72 capsómeros 

(Matthe .... s, 1982). 

E! Papiloma virus Human o t.ipo 18 (PVH~18), e.!l uno de los 

tipOS virales asociado a c~ncer genital (Neoplasias del CerVIX) 

que se ha COlllenzado a est.udiar reclent.ement.e a nivel molecular en 

nuestro palos. 

Su genoma de ADN de doble cao.ena, e s circular y esta formado 

por 7857 pares de bases (Cale y Danos, 1987). La Información co~ 

diflcada esta localizada sobre una sola cadena y todos los marcos 

de lectura a tllerta (MLA) tienen la misma orientación transcrlp~ 

c lona!. Los MLA corresponden a 7 r e giones de expresión temprana 

(E) y 2 reglOnes de expreslOn tardia (L), cada uno de los cuales 

realiza :funcIOnes especificaS dentro del Ciclo de vida de estos 

Virus (Seedorf y cols., 1985). 

Las regiones El a E7, a excepcIOn de E'I, prObablemente cO<1I­

flquen para proteinas asocla<1as con las funCiones <1e replicaCión 

viral, transformaC"IOn y mantenimiento de la forma Circular plas­

mldlca (Ooobar, 1986). 

El gen El parece regular la replicaCión ext.racromo.!lomal, 

mientras que el producto E2 es un factor transregulador. el cual 

moo.ula po:f¡¡tiva o negativamente la expresión d e l genoma viral a 

part.ir de promotores de la región t.emprana (E6 y E7). 

E2 se une al ADN reconoctendo especiflcament.e la secuencia 
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palindr6mlca (blanco de r:2 ) ACCG-NNNN-CGGT; dicha secuenCia se 

encuentr a repet.lda varias veces en la RLC de t.OdOS los PVH 

secuenCiados hast.a ahora, es t.a protetna se une al ADN en forma de 

dímero (Thlerry y co ls., 1967; Dostatni. y cols., 1988). 

Los productos <!le los ML A r:6 y r:7 son responsables <!le la 

c3pacldad oncogénica <!lel virus (ver mas adelant.e). 

Ll ';/ L2 son genes que codifican para las prot.elnas estructu­

rales <!lel virus; que sólo se expresan en tejidos productlvament.e 

Infect.ados (Lazo, 1988; Baker y cols., 1987). 

Entre . 1 inicio de la reglen temprana y el fin de la reglOn 

tardHI hay un segmento de ADN que no t.iene capaclda<!l codi'flcant.e 

para proteinas; esta contiene elementos regulat.OrlOS de la t.rans-

cr ipCl6n <!le la regtOn t.emprana del virus. Esta secuencia es 

conOCida como ReglOn Larga de Cont.rol (RLC) O ReglOn no Codific a ­

d or a ( RNC), posee 826 pares de bases (Cole y Danos, 1987). En 

esta secuencia s e encuentra el origen de la repl1cacIOn Viral y 

varias secuencias que activan la transcrlpci6n, las cu a les inter­

actúan con fact.ores t.ransact.tvadores tant.o celulares como virales 

(Garcla-Carranca. y col s ., 1988). 

Se han caracterizado element.os con actividad enhancer en la 

RLC del PVH-18, dos de est.os element.os son responsIvos a fact.ores 

t.ransactlvadores co<!lJticados p o r el virus y el tercero tunciona 

como un enhancer constitutivo reqUiriendo tactores celulares para 

su activaCión. El primer enhancer (lE2) est.a localizado cerca del 

sitio cap de E6 y es respons ivo al tactor transact ivador 1:2; el 
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Fig. 1: Mapa genl!tu; o del Pap¡loillav l rus Rumano t.ipo 18 (PVH­
l a ). el genollla l1e ADN es Circular . ele doble cadena y posee 1857 
pP . :Existen 7 regl ones de expresión telllprana (E) y dos de expre­
s ió n t ar d í a ( L ). La ubi c ación de laa f lechas haCIa el exterio r, 
Indi c a el marco de lec tura abie rto al que corre sponde cada trans ­
c r i t o. Ent. re e l t i nal de la reglOn tarcha y el InICIO de 16 
reglOn tempran a s e e ncuent.ra la RegiOn Larga de Control (RLC), la 
c ual co ntiene tos e lementos regulatOI'lOS de la t.ranscripción 
lelllprana y el origen de la replic~ciOn . Se indican los sitios de 
p o liadenilaclOn ( pA) . y alguno.!! sitioa de rest.ricción: B :: BamHI, 
t: : kpnI, R :: Eco RI y V :: :tco RV. 
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segunc10 enhancer (lE6) esta localizac1o aproximadamente 500 pares 

d e :bases arriba c1el sitio cap c1e E6 y es depeno.iente o.el prOducto 

del gene vlrJ.l Eó para su fun CiOn: un t.ercer enhancer te) esta 

locall:::ao. o ent:-e 200 y 100 pares d e bases ar- rlba o.el SitiO cap 1", 

E6 Y posee una a:::uvld.3.d consutut! va y no requiere de f a ctores 

Codl f lc:ados por el PVH-18 para su fune.6n. El elemento en nancer 

C'onstltutlvo exhl:be preferencIas p or lineas celulares epltehales 

para su funel6n (G1US y eo15. 1988). 

MECANISMOS DE TRANSFORMAClON 

NO se sabe como . nI en que momento el virus t.ransforma a la 

c ~l ul-'l. ( Sroker y Botchan 1986; Koss, 1986). Se sabe que los PVP.: 

6, 11, 16 '1 ~8 se encuentran en estao.o episomal y en forma pro­

ductIva en l.ls leSiones benignas y precancerosas: los PVH 16 y 18 

se enC:lentr a n en forma no prod:lctlva e integrados al genoma ce­

lular en las células cancer osas, y generalmente esta n amplifica ­

dos en unas 50-200 copia s por Célula ( Broker y Botchan, 1986; 

Durst y col s., 1985; Durst y c ols., 1986). Esto parece In<11Car 

que la IntegraclOn <1e los tipos 16 y 18 esta relaCionada con el 

proceso de mallgnl zaciOn de las celulas nor ma les o la progresiOn 

tumoral. 

El ADN Viral se 311re generalmente en la reglOn r:l-E2 o.urante 

la lntegraci6n al ADN cel ula r (Schneider-Maunoury y cols., 1987). 

los sitios <1e lnSerC10n, al parecer son muy varla<1os y no hay un 
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pat.rón caraclerfstlco. En .. lguna. líne ... celular •• derivad ... d. 

carcinoma. genitalea, el AOH del PVH ae ha encontrado cerca de 

oncogenes celulares como myc, ras y src (DÜrst, 1987; Ocadlz y 

cols., 1987; Alvarez, 1988). 

La t.ranscri.pciOn de los oncogenes virales E:6 y E7 parece 

t.ener un papel muy importante. en el mantenl1111ento del estado 

transformado en la c~!lula; los e lementos regula torIOs de la ex­

pr esión de estos genes se encuent.ran localizados en la RLC. 

Se ha encontrado que en biopsias de cancel' c.rvlco-uterino, 

en lineas celulares derIvadas de e s t.e y en c61ulas transformadas 

con PVH, los produc t.os de los genes E6 y 1:7 son los que laayortt.a­

rialaen t.e se present.an; la persist.encla de estos transcritos en 

c.lulas trans formadas sug iere firmeme nte que estos productos 

juegan un papel i mportant.e en e l proceso de transformaCión lIIa11g­

na ( Sm otk l n y Wet t s t.eln, 1986; Baker y cols., 1987; Danos, 1986). 

ContrarIO a lo que sucede c on los genes El y Eí?, los genes 

EEo y E7 n o se dest.ruyen durante la integracIOn del ADN viral al 

genollla celular; dichos genes se expresan selecUvamente en tUIIIO­

res gen l t.ales y Uneas celulares derIvadas de tUlao r e s humanos 

(Schwarz y cols., 1985; Smotk in y Wet.t.ste1n 1986). 

Los genes EEo y E7 parecen ser necesarios para la 1nmorta11-

zaci6 n de queratinocltos bumanos por los PVH tipo 16 Y 105 

(Schlegel y cols., 1988; Munger y cOls., 1989). 
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ESPECIFICIDAD TISULAR DE LOS PVH 

Los PVH presentan especi"flcldad tisular absoluta ya que sOlo 

in"fectan epitelios es trati"ficao.os planos (secos como la piel o 

hllmedos como las mucosas orales y genitales), donde pueden llevar 

al desarrollo de tumores benignos (verrugas y condllomas) o 

malignos (CaCU). 

Los epitelios estratl"ficados de los mamiferos, estan com­

puestos principalmente por querat.inocitos. estas ce~ulas estan 

dispuestas en capas sucesivas en diferentes estadios de dl:teren­

claclón (Ver figura 2)_ El estrato basal o germlnativo posee la 

actividad lII itOtica dE'l tE'jido, 1II1entras que en las capas interme­

dias, dondE' se enCUE'ntra el estrato espinoso y E'l granuloso, las 

cHulas CE'san su divlsiOn e inician un programa de dl:ferenclaclOn 

(OuE'ratinlzaciOn). Las ca pas externas que :forman el est.rato cor­

neo. estan constituidas por células muertas, totallllente quer4ti­

nlzadas , qUE' son E'lillllnadas por dE'SCalll&cl0n. Los PVH son depen­

dientes del ambiente provisto por la dl:ferenciaciOn terminal de 

los qUE'ratinocltos para desarrollar su ciclo 11tlCO. La slnteais 

vegeta-Uva dE'l "ON viral ' puede ser detectada por tecnlcas d e 

hlbrldlzaClón "In situ" en la capa de celulas en d ife renciaci ón 

dE'l epitelio, pero no en la basal o en la subyacente de los 

fibrobla!!tos . La prodUCCión de capsides vi rales y el ensamble de 

lo a vlrlones ocurre en las capas de diferenciación superIor. Se 

p iensa que los tumores surgen a partir de algu n evento inicial en 
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el cic lo in t eccioso. por el cual el virus aument.a la velocidad de 

di ViS IOn de la eflula intect.ada en el epit.elio de la capa )).asal. 

es tas c~lulas son no penllisivas para la tunclOn reproduc Uva de 

los papil o mavlrus, est.a se enc uent.ra somet.lda al programa de 

d i ferenClaclOn de las celulas al migTa.r a traves de la capa epl­

dermal . De est.e modo la expreslOn de los genes de los paplloma­

vi r u s est.a controlada por el est.ado de dlterenclaClOn de loa 

querat.lnoclt.os (Ort.h y Favre,1985). 

Despu~s de en t.rar a la célula. el curso de la. lnteccl0n 

viral es prob~blemente dependiente de su InteracciOn con factores 

celu lares t.rans-act.1vadores, dependiendo de estos fact.ores, la 

veloCidad de transcrlpclOn y replicación d e los virus puede ser 

muy ba.Ja, pero s ufiC:lent.e para permit.ir la persistencia viral, 

resultando en una infecciOn s ubclinica latente; bajo la lntluen­

Cla de un estimulo apropiado, e l increment.o de la transcrlpctOn 

resultara en la mayor expresiOn d.e los genes virales (particular ­

mente del gen 1:2), a un nivel al cual este es capaz de translllodu­

lar la actividad de la región temprana, la consecuencia de esto 

es la presencia de un elevado nlllllero de copias de ADN episomales 

e n la célula y en e l nivel cHnico, una manl1iest a ¡n1ección de 

P VH ( Broker y Bo tchan, 1986; Ostrow y Faras, 1987; Pirlsi, 1987). 

La d i terencla entre una intecciOn cHnlca latente o una 

Infección cHnlca manifiesta. es consecuencia de la concentración 

celular de facto r es t.ransacUvadores celulares y virales y su 

respectiva ati nldad por sus blancos en la secuencia de ADN. 
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En suma, la formación de partículas virales requIeren la 

expreslOn de los productos de la reglOn tardla, la cual esta 11-

gada al proceso de queraUnlzaclOn de los epitelios, aumentando 

la compleJidad de la expresion coordinada de los genes virales 

(Cripe y cols., 1987). 

En vista de la amplia presencia de los PVH , al aparente 

incremento de los casos de CaCU entre la poblaclOn meXicana, al 

potencial oncogenlCO de estos virus y al vaclo de ín:formaciOn 

eXiStente e n nuestro pal.s, s e hace necesariO ampliar su estudio 

utill-zando las herramientas de la Ingeniería genética ' y la 810-

logia Molecular, lo cual representa un estudio pionero e n nuestro 

pals. 

Para comprender de que :torma se relaCIOna la expreslOn de 

los genes virales co n la dl:ferenclación de los epitelios, el 

papel que Juegan los :factores celulares en los mecanismos molecu­

lares de regulaciOn transcripc ional viral y su posible Implica­

cIOn en la oncogenésis, se realizO un estudio molecular de la 

InteracclOn de factores nucleares con fragmentos de la RLC del 

PVH-18. 
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Fi9'. 2; RepresentaciOn de ' la organizaciOn de los eplt.el1os 

estrat.l:ticados planos. Las c~lulas se encuentran :to'rll.ando capas 

en varios estadios de dl:teren<;lacl0n en el tejido normal, para 

desarrollar el proceso de queratinlzacl0n. Se muestran las 

lesione.s precursoras del ca.ncer; NIC grados 1, 11 Y 111; di.pla­

aia pequetl.a O IllItdlana, dlsplasla moderada O dlsplal51a severa 

(carcinoma "In si tu· o ca.ncer lnvastvo) respectivamente. Est.os 

estadios se caract.erlzan por un incremento pro9'resivo en el 

nQoero de c~lulas indi:terenctadas y malIgnas, con un decremento 

en la dl:terenctaclOn celular super:ttclal, paralela a el incremen­

to de la severidad de la NIC. 
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OBJJ:TIVOS 

Analizar a nivel molecular, . la int.eracciOn de "fact.ores 

celulares y viralll!.!l., con e lement.os del ADN qUII! regulan la 

transcripcl6n temprana del PapIloma VIrus Humano Tipo-16. 
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MATERIAL Y METODOS 

El conocimiento de los lIIecanismos moleculares por 103 cuale3 

los genes pueden ser expresados d1:1'erencialmente durante el 

desarollo de un organismo, con una alta espect:flCld.ad t1sular, o 

por la acciOn de un inductor amlnental, se ha ido desarollando 

co n el descubrimiento de sec uencias de ADN, mediadoras de la 

transcripción. Estas func ionan como s itios de reconocimiento para 

protelnas, po r l o que la regulaci6n de un g e n esta controlada por 

Int e racciones AON-Protelna. 

A f i n d e caracterizar la actiVidad de untón de prot.eínas 

nucleares a si1.1os especificos de ADN, se realizaron ensayos de 

retardamient o en gel. Para esta técnica, se obtuvieron ext.ract.os 

nucleares de varias lineas cel ulares y de leucocitos humanos 

Circulantes, los cuales se incubaron con diferentes sondas 

radiactivas de AON, las mezc las se depOSitaron en geles nativ os 

de pollacrilamlda a baja fuerza iónlca y se somet.ieron a 

e lect. ro:foresis. Los resultados se visualizaron en placas de 

aut.oradiografla, en donde los complejos ADN-Prot.elna se d e t ecta­

ron debid.o al d ec rement o de su !l1 ovllidad electrO":for ética, en 

rel aciOn a l corrilluent.O del AON libre de ":factores (Ver ":fIgura l). 
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Ftg. ): Metodologla empleada para e l e5tudto de InteraCCIO­

nes AON-Protelna . Para ca ract.erizar la act.lvldad de reconocimIen­

t.o y untOn de fact.ores nllcleares prot.elcos a secuenCias cortas de 

ADN, se realizaron ensayos de ret.ardamient.o en geles nat.lvos de 

pollacrilamH\a, esta técnica perllllt.e separar cOlllpleJos "DN­

Protelna de fragmentos de AON lillre de factores. con :base en las 

diferenCias de su movilidad electroferética. 
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ENSAYOS DE: Rr:TARDAMIE:NTO EN GEL 

L.!iIta t!cnica es utilizada para separar mol!culas de ADN 

libre, de complejos ADN-Proteina, basada en las diferencias de su 

movllld;td electrOforétlc" (Garner y Revzln, 1981), a fin de 

car,acterlZar la aC1:lvldad de reCOnOCimientO de factores protélcos 

por secuencias f'c1nclonales especificas de ADN l ineal, los cuales 

pued e n estar Involuc rados en mecanismos de regulaCión tranSCrlP­

clonal o de repl lca C¡ón (Garner y Revzln, 1988). 

Las reacc¡ones fueron realizadas en un volumen de 20 ).11 en 

presencia (le 10 111M Hepes, pH 7.9; 30 111M KCl; 10% (V/V) gl1cerol, 

1 mM DTT, 0.5 r::tH PMSF, 1 a e /-.19 de Poli dI-dC como ADN competiti­

v o no especiflc~ . ., ~H MgCl2 y 1 mM de espermullna. 

r..a mezcla se IncubO con 5 a 25 J.l9 de ext r actos nucleares 

durante 10 minutos en hielo. p osterlor ment.e .!iIe i'l,nadteron 1 a 2 ng 

de cllgonucleOUdos <le doble cadena lQarcados radlact.lvamente con 

32-P (sondas de ADN) y :le Incubaron nuevamente (lurante 10 minutos 

en hielo; t.ermlnada la Incubación, la mezcla se depOSitO en un 

gel nauvo de pollacfllamlda al 6" ( Acrllamlda-bisacrllamlda 30 : 

0.75, des10nlzada con res Ina de int.er c ambiO IOnlco ( Amberl1t.a 

MB -1l) , contenlenl1o TBl: 0.5X (Trls-Borat.os: '1.,.5 mM TriS. '1'1.5 mM 

acldo bO rlco, 1 mM l:DTA); la mezcla se some u 6 a elect.roforeslS a 

70 Vo lt.s. dur:¡¡.nt.e 1:30 " 2:30 hrs <lependienl1o del t.alllan o de la 

son.;:!a; los g'eles lueron seca.;:!os y expuest.os en película Kol1.ak 

X-Omat.. 
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AISLAMIENTO DE NUCLEOS y PREAPAR ACION D E EXT RACTOS 

Los extractos cle proteina fueron obteni dos a partir cle 

nü-=leos de cUl tl V",S celulares en confl uencia. Los núcleos fueron 

aisla<:1os por el mét oclo del .cletergente como se 1nclica: las células 

fueron lavadas co n tampon salllto de fostatos (1)7 mM de NaCl, S 

mM ele KCl, 0.7 mM Na2 HP01 y 25 mM TrIS y se r e s u spen dieron en 

tampon A (10 mM Hepes CN-2-Hidroxletil piperazina-N' - 2 "ciclO 

etanos'.ll"f6nlcal pH 7.9, as !!IN V.Cl, 5.5'" sacarosa, 0.5 mM espermi­

elina, 0 .15 mM espermlna, 0.5 mM DTT, 0.5 mM P MSF); para el 113ado 

de l os núcleos se at\adlO 1 volumen de tampon A cont.enienclo 1'" de 

Los no.cleo:-s se obtuVH!r.,n por cent.rlfugacl On durant.e 10 

::Ilnutos ¡; 1 t 'J 2000 rpm en cent.rifuga c Hnlea DAMON/IEC HN S-lI 

y ! ueron lavad o s con t.ampon A (Dlgnam y cOls., 1983; Garcia­

Carrlnc~ y col s. , 1988). 

Los extractos nucleares tueron preparados como se describe: 

los nucleos fueron resuspendidos en tampon C (20 mM Hepes pH 7.9 

25'" glicerol, 120 mM NaCl, 1.3 mM NgC12, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 

0.5 !:1 M PMSF). La suspensIón "fue puest.a en agitación suave a 1 t: 

durante 15 minutos, posteriorment.e la croma U n a fue sediment.ada 

33 minutos a 16 000 rpm, en rotor SW501 y ult.racentrifug a 

Bec~:lllan Le55. Las protelnas solubles fueron precipi.t.adas por acli­

ción de 1.6 volumenes de una solución cont.enlendo 3.8 M (NH 1 )2 

S01 y 20 mM Hepes (pH 7.9); la mezcla fue agitada dura.nt.e 1S 

mln\.!tos a 10C Y c entrifugada durante 20 minut.os a 35000 rpm, en 

rot.:::.r SW10. 
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Las prot.einas fueron resuspendldas en 100.ul da tampon O (i!0 

mM Hepes (pH 7 .9J. 60 mM KC1. 20 ")¡ glicerol, 1 mM DTT, .1 mM PMSF. 

0.2 mM EDTA) y dializadas durant.e 2-3 horas cont.ra 500 volUlDeneS 

de t.a.mpon D (Wildeman y col s., 1981). Los ext.ract.os nucleares 

fueron ."lllcuotados y almacenad os en Dlt.rOgeno liquldo (Ga rcla.­

Carranc.1 y col s., 1988). 

A a lgunos extract.os se les adiCIOnó CIP ( Pepstatln A 0.2 

pM / ml 'le soluclOn, Antipalna 0.2 pM/ml. leupept.lna 1nM/ml, Ben:t.a­

midina 0.05 nM/ml, aprotinina 0.03 unidades lnhllJidoras de pro­

teasas/ml, quimost..an¡na A, 8 Y C 0.02 p.g/ml) como agentes inhllJi­

ciores de prot.easas. 

La concent.ración d e protelnas f ue deterllllna.da mediante la 

técnic a descrita por 8rad1'ord ( 1976 ) , usando albúmina s~rlca 

bOVina como estándar ( 1 m'1 / m1 ). 

CULTIVOS CELULARES 

Todas las células se crecieron en mediO E.agle modificado por 

DUlbecco, suplementad.o con 7" de suero fet.al de t.ernl!ra, en 

at.lllósfera. hÚl!leda. con 5" de C02. 
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PR~ARACION DE BACTERIAS COMPETENTES 

Para la ob'tenciOn de bact.erlas compet.ent.es, las cuales 

fuero n t.ransformadas con los p14sIIidos usados en el t.ral:lajo, se 

u't l lizO la t.6cnlca descrita por Hanahan (1983). Las cepas se 

inoc ularon en medio SOB (Bact.ot.r;ipt.ona 20 gr. NaCl 0.5 gr , (ajus­

t.ar pH 7.5 con KOH1 aforar a 1 lit.ro). complement.ado . con 10mM Mg­

S0 1; se crecieron a 37 'C con aglt.aciOn const.ante (200 rpm) t.oda 

la noche. 

500 ,ul de est.e precultivo se inocularon en SO ml de medio 

508 complementado con 10 mM de MgS01 y se crecieron con ilgit:acIOn 

moderada ( 200 rpm) a 37 t hast.a que el cultivo alcanzO una 0.0. 

SSOnm 0.5. 

El r: ultlvo se transfirió a tubos estériles tipo Falcon en 

condin o nes de est.erilid3d y se enfriO 10 lIIlnut.os en hielo. 

posteriormente se centri f ugO 12 minutos a 1'C y 2500 rplIl. 

El sobrenadan te se eliminO: cuidadosament.e y la pasttlla se 

resuspendló en 16 mI de tampóh RFl (30 mM KAC. 100 111M Rl:IC12, 10 

mM CaCI2, SO mM MnCl2, 15 " Glicerol (aJust.ar pH 5.8 con 0 .2 M 

CH3COOR)). 

La mezcla se centrifugO 12 mlnut.os a 't 't: y 2500 rpm, el 

sobrenadan te se ellllllnO y la pastiU3 se resuspendíO en 1 mI de 

tampón RF2 (10 mM MOPS (3-[N-Mortoltno) aCldo propano aulfonicoJ 

O PIPES Iplperazlna - N, N'- bls [2-.6ocldo etanosult6nlcol; l,'hacido 

plp e razina dletanosulfOnicoJ, 7S 111M CaCle, 10 mM Rl:IC12, lSK G11-
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cerol [ajustar pH 6.5 con KOH]), se incubó 15 minutos en hielo y 

se distribuyO en al1cuotas de 200 pl, en tubos estériles pre­

enfriados. y se almacenaron a 80 'c bajo cero. 

TRANSFORMACION DE BACTERIAS 

A una allc uota de 200 pI de suspens10n de bacter1aS c ompe­

tentes se agregO de 1 a 10 n9 de ADN y se i ncubO por 20 m1nutos 

en h1elo. 

La mezcla se incubO en batl.o maría a 12 t por 90. segundos y 

posteriormente en hielo por 2 minutos ; se atl.adieron BOO/-l I de 

medio SOC (med1o SOB .. l / SO gl ucosa 20X .. 1/ 100 IoIgS01 1M), y se 

incubO en ag11:acIOn a 200 rpm durante '15 minutos a 37 'C. 

Se espatularon directamente SO pI de este cultivo en cajas 

de medio agar - lurla ( mas el antlb10tico adecuado). el resto se 

centr1fugO y la pastilla se sembrO de Igual :forma; se crecieron a 

37 't por una noche, las cepas se almacenaron a 1 ·C (Thierry y 

col s., 1988). 

MAXIPREPARACION DE PLASMIDOS 

Se sembrO un pie de cu lt ivo con la cepa portadora d el 

plAsmido de Interés. en S aH de medio LUrla estéril {ID" Bacto­

tripto na, S " extracto de levadura y 10 " NaCI {aJustar pH 7.S 

con NaOH)) mas el antibiótico adecuad.o (100 pg/ml alllplcilina 1S 
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pg / 1111 cloranfenicol O 12.S pg/ml tetraciclina); se erectO en 

agitación moderada a 200 rpm, toda la noche a 37"e. 

Se Inocularon SOO mI de medio Luria con 3 011 d e precult.tvo y 

se al'l.adiO el antibiót.iCO adecuado; se dejo crecer en agltaciOn 

moderada (200 rpm) a 37 'C, hast.a que el cultiVO alcanzó una D.O. 

'>00 nm 0.(, y se proc edlO ~ re a lizar la ampllf icacIOn del 

pl.1srnido (incr'!.'m~nt o 'lel n(lInero de copias por Célula) deteniendo 

la .'l1ntesJ,s de proteinas bact'!.'rianas con 1.S ).)g/ml de clorafenlcol 

O 125 ).)g / ml de tetracic llna (al cual sea sensible la cepa) y se 

deJO crecer en agitaciOn a 200 rpm a 37'C toda la noche. 

El cultivo se transfirió a botellas de poliprop¡leno de 500 

mI y se centrifugO durante 1S mInutos a 5000 rpm en rot.or Beckman 

JA-10, a '1 ·C. 

El sobrenadan t.e se elimInO y la pastilla s e resuspen(hO en 

3.S 011 de SoluCl0n TrIS SO mM pH 7.5, sacarosa 25 "l, la mezcla 

se t.ransfirió a tubos de polialomero de rotor SO Ti ó SW'IO de 

ultracent.rifuga y se a1\.adieron 3.5 011 de soluciOn CLT (100 mM 

EDTA pH 8 .0, 2 mg/ml l¡zozjma, triton X 100 0.1 "). 

La mezcla se agit.O y po.sterlormente se incubO 10 minutos a 

temperatura ambiente y 10 t!unutos a 70 "C; se centrl:tugO a '10 000 

rpm en ultracentrlfuga Beckman a '1 'l::: durante 25 lIIinutos en rotor 

SO TI O 20 'Jlnutos en rotor SW'IO. Se recuperO el sobrenadant.e y 

se a1\.adió un volumen Igual de SolucI0n PEG-NaCl (20 " polietilen­

gl1col, 1M NaCl ) en tubos corex de 15 mI, se mezclO suavemente, 

se Incubó durante 30 mInutos a temperatura ambiente y se centrt-
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tugO 10 minutos a 1 't y 3000 rpm, en rot.or 5S31. 

El sobrenadant.e se e llllunO y la pastilla se resuspendiO en 1 

mI de soluciOn TE IX , se InCUbO un Instante en bano maria a 90 t 

se anadleron 1 mI de LICl 5 H cfrlo y se mezclO suavemente y se 

IncubO 5 lIunut.os en hielo. 

La mezcla se cent.rlcfugO 10 minutos a 3000 rpm en rot.or 5S31 

a 1"t para eliminar el ARN. El sobrenadan te se pasO a tubos corex 

de 30 mI y se anadleron 20 mI de etanol absolut.o triO (20·C baJO 

cero), se :nezclO suavement.e y se centrltugO 30 minutos a 1 ·C y 

8000 rpm para precipitar el AON. El sobrenadante se decant.O y se 

agregaron 10 mI de etanol 80" se cent.rltugO a 8000 rpm, 3 

minutos 3. 1 ·C y la pastilla se secO al vaclO (S a 10 minut.os), se 

res us pendlO en 100 )11 de sol uciOn TE IX Y la mezcla se pasO a 

t.ubos eppendort, se la.vO el tubo corex con ot.ros 100 ).11 de TE tX 

y se anadleron al mIsmo eppendort. 

5e anadiO RNAsa (10 ).lg/ml) y se IncubO 15 mlnut.os a 37 t; 

despu~s se agregO 0.6 mI de soluci On 13" PEG-6000, 1.6 N NaCl, se 

mezclO por In verslOn, se centrítugo 15 minutos, 12000 rpm a 1 't, 

se retiró el sobrenad3.nte y la pastilla se resuspendiO en 150 pI 

de so lucIOn TE • 150 .ul de solucll~n 21 1, de clorotormo:alcohol 

Isoamlli.co, se agit.O y se cent.ricfugO S minutos, 12 000 rpm a 

t.emperat.ura ambiente. A la tase acuosa se le anadlO 150 pI de 

t enol sat.urado (0.1" Hidroxyqulnolelna en 100 mI de tenol bldes­

tllado, agregar 1 volumen de Tns 1M pH 8.0 • 1 volumen Tris 0 .1 

M pH 8.0) ~n TE (10 mM Tris, 1 mM EOTA [ajustar pH 8 con Hell), 
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se a.gltO y s. centrli'ugO S mi.nutos a 12 000 rpm a tamplllr .. tur .. 

ambiente. 

A la 'fase acuosa, s e le agregO un volumen de soluciOn 1M de 

CH3COONH'I , m!.s 2 1/2 vOlumenes de etanol absoluto :trío (20 "c bajo 

cero) del anterIor v o l umen final . 

Esta mezcla se centrifugO durante 30 mInutos a 1'1 000 rplII a 

''1 'c; el s obrenadante se decantO, la pasUlla de ADN se lavO con 

etano l al 80". se secO al vacio (5- 10 minutos) y se resuspendiO a 

la concentrac lon des eada (Thlerry y col s., 1966) . 

CUANTIFICACION DE ADN 

Para la medlc lO n de ADN por espect.rofot.omet.ria, se hacen 

diluCiones de la muestra 1 : 500 y se rea liZan las medici ones en 

espectrofo t. omet.ro Bec kman DU-7, se considera que un valor de 

densidad o pt.lca a 260 nll1 = 1.00 corresponde aproxlmadament.e a 50 

.119/1111 de ADN de doble cadena (Man¡at.ls y COls., 1982) para cal-

cular l a concentrac¡On se ut.lltza la relaC10n ; 

dilucl0n )( SOu9) 
Concent.raclOn de ADN ~ A 260 ---------- -- - ------- - ---- = llg<.ul 

1000 )11 
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DlatST10N DE PLASMJDOS CON ENZIMAS DI: RESTRICCION 

L.as enzimas de restrIcciOn son endonucleasas que reconocen 

una. secuencia especifica, e hidrolizan el ADN dejando extremo.s 

simétricos (ra.surados) o aslmetrlcos (cohesivos). 

L.as digestiones se llevaron a ca bo en las condiciones de 

reacción adecuadas (segun el fabricante) y las mezclas se some­

tieron a electroforesls en geles de agarosa. 

MIGRACION ELECTROFORI:TICA DE PLASMlDOS EN GELES DI: AOAROSA 

La e lectroforeslS en geles de agarosa nos permite separar 

foic l 1mente moléculas de ADN de tamat'J.o dl1erente, según su peso 

molecular. 

Los geles se prepararon en concentracIones del 0.9" al 1.5" 

(Agarosa grado N.A . Diorad) en TBE lX (TriS-boratos: 0.089" Trts, 

0.089 M .1cldo :borico, 0.002 M EDTA), calentando la soluc10n haata 

ebullición para disolver la agarosa. una vez que la temperatura 

bajÓ a aproxi.llladalllente SO "C, se agregO Bromuro de EUdio (O.OS 

,ug/ml, de una soluciOn de 10 )1g/ml) para tet'J.tr los Acldos nuclei­

coso 

La solució n de agarosa, aún caliente, se vertió en una 

cámara para geles colocando e l peine 'formador de pozos en un 

extremo; una vez solidificada la agarosa, el peine se retiró y se 

at'J.adió una solUCIón de TBE lX hasta cubrir totalmente el gel. 
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La!l lIIue!lt.ras de ADN se colocaron en los pozos atJ.adiendo 

colorant.es IncUcadores de corrida (AZul de bromofenol 0.02" 

Xilencianol 0 .02", Glicerol SO"). 

El cOr ri!lllent.o electroforét.tco se hace ele cát.odo a ánodo 

aplicando voltaje constante el cual depende de la concentraClOn y 

tal!latJ.o del gel. 

Los f ragment os de ADN de tamat'J.o idéntlco forman una est.recba 

banda h Orlzon!.al, cuya pO!lici6n !le elet.erminó exponiendo el gel 

bajo luz ultravioleta. 

CEPAS Y MEDIOS 

Lo .\l plá.:!!!llldo!l tuer o n IntrOducidos en la.\l cepas DHS.l y HB101 

de Escherictua &.2!.l, u!lando l a t.écnlca de t.ransformaciOn l1escrlt.a 

por Hanahan ( 1983); estas cepas se mant.UVleron en medIo agar­

Lurla (1 .5" bactoagar, 1" NaCl, 1" bact.ot.riptona, 0.5" ext.ract.o 

de levadura, a.Just.ar pH 1.0 con NaOH y adicionar el anUllloUcO 

deseado cuanc10 el lIIel1 io tenga de 15 a SO ·C) O en lIIedl0 St.abs (1" 

Cal<lo nutritiVO, 0.8 " NaCl, 0.6 " Bactoagar mas el antibiótico 

deseado). 

OLIGONUCLEOTIDOS y FRAGMENTOS DE ADN 

COr:lO sondas de ADN se util izaron Oll9 onuCleótidos con 

secuencias similares ( E:2.K y E2*AP1) O no relaCionadas con la RLC 
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del PVH-18, con difer e ntes sitios de unión para factore!l de 

transcripCión conocidos (Ver tabla O. Uno c1e los :fragmentos ut.i-

liza dos, se obtuvo por digestión CcoRf-Hlnd Uf del plasmido pAlu 

IS, esta sonda contiene subclonado el fragmento Rsaf-Rsal de la 

parte central de la RLC del PVH-18, la cual cont.!e ne una secuen-

Cla "TTGGCTT" (nucleOttdos 7730 a 1136 de la secuencia descrita 

por Cole y Danos, 1981). Otro fragmento se obtuvo por dlgest.iOn 

EcoRI-Hlnd IlJ del plasmldo pKGEM el cual conti e n e clonado el 

oligonucl e Otldo (E2.K) en el sitio Xba J del polilinker (Ver 

:figura 1). 

E2'K 

E2·AP- l 

rbc S 

UPE 

S'-CTAGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTTGGCTTATGT-3' 
3' - ACGTTGGCTAAA~ACGGAAACCGAA T ACAGA TC-S' 

S'-CTAGTGACCGAAAACGGTCGGCGCTGACTCAGATT-3' 
3'-A~T~GCCGCGACTGAGTCTAAGATC-S' 

S'-AGCTTTTTCAATCTTGTGTGGTT AA T A TGA-J' 
)'-AAAAGTTAGAACACACCAATIATACTTCGA-S' 

S'- TAGGCCACGTGACCGGGTGTTCCTGCA-3' 
3'-ACGT A ICCGCTGCACTGGCCCACA A GG -S' 

Tabla 1.- Ol1gonucleótido s de doble cadena utilizados en 
los experimentos de retardamiento y compet.encla en geles nativoS 
de pollacrilamida, los cuales contienen :fragment.os cortos de ADN 
d e la RLC del PVH-18 ( E2 .. K Y C2 .. API ) Y SecuenCia.!! no rela­
cionadas con e.!!ta regiOn ( rbc S y UPE l. 
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Fig. 1: Repre!!!entaci6 n e squelllilUca d e las construcciones que 

cont.ien~n lIubfragmentos de la RLC dl!l PVH-HI. El ol1gonucle6t.1do 

sintético Ea .. \{ (1) con l!X'tremos cohes1vos Xba1, fUI!! clonado en el 

polllinker del pl.1smldo pGEM "IZ, reaultando I!l pU.slllido pKGEM 

( 3). El fraglllento Rsal-Rsal de la RLC del PVH-16 ( nucleOtidos 

7717 a 7739 de la secuencia descrlt.a por Cole y Danos, 1987), fue 

sutoclonad o e n el pollllnke r del pl.1slIIido pTZ originand.o el 

plaslllld. o pAlu 15 (2). 
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MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS DE ADN 

El marcaJe radiactivo de ADN con [o(-32P 1 dNTP (Amersham, 

UK) , se realizO empleando el "fragmento 1C1enow de la enzima DNA 

pollmerasa r, la cual incorpora n "ucleOtldos marcados en los 

extremos 3' del ADN llneal ' de doble cadena, co n extremos S' 

Sallen tes (ollgonucleOtidos O "fragmentos). 

Para e l marca j e de los oligonucleOtidos, la reaccIOn se 

r eal1z0 agregand.o 100 ng d.e AOH de do:b1e cadena, 0.166 mM de tres 

dNTP no marcados (exceptuando el que se Incor pora marcado), 1.5 

pI de tampón Klenow 10X (0_5 M Tris pH 1.2, 0.1 M MgSO", 1mM 

Dlthlothre~tol y 500 )1g/ml de al:búmina sérlca :bovina) y 60 p CI d e 

{""-)2P dNTP ( dATP O dCTP, dependiendo de la secuenCia del 

exl¡-emo S' ter!lllnal), la mezcla de reacclOn se llevO a un volumen 

"fInal de 15 ,Ill con agua :b¡destllada estéril y se deJO incubar de 

30 a "S minutos a temperatura ambiente; para separar el ADH 

lIIarcado del PC- 32P ldNTP no Incorporado, se agregaron a la lIIezcla 

100 .ul de TE 50 .ul de 1enol saturado • SO p.l de soluciOn 

cloroformo: alcohol isoOllmllico 2 .. : 1 y se centrl1ugO durante S 

min utos a l".rpm a temperaturOll alllbiente, se tomO la fase acuosa y 

se agregO u n volumen de CH3COONH1 .. N, del nuevo volumen se 

a1'ladle ron 2.S volumen es mAs de etanol absoluto y se centrl:fugO a 

1 .. 000 rpm durante 30 minutos a .. "c. Se decantO el sobrenadant.e, 

la pasUlla se lavó con et.anol al 80", se dejO secar de 5 a 10 

minutos y se resuspendiO con 100 ).J.l d e TE 1X. La actiVidad del 

ADN lDarcado 1ué usualment.e oi e 20 a SO cpm/ng de ADN. 
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Para el marca.,)e de los 1ragmentos, se digIrieron de 1 a 2 ,ug 

d e ADN plaslJlldico; con la enzima de restricción adecuad.a para 

corta r una s o la vez el polilinker en el cual se encuentra clonado 

el 1ragmento de ADN VIral; para prohar S 1 la digestión 1ué 

c o mpleta, se tomó una muestra y se sometiO a electro1oresls e n 

gel de agarosa al l~{ en TBE IX. El marca.,)e se rea11z0 en el SItiO 

de restrIcción seleCCIonado de igu"'-l forma al de los ol1gonucleO~ 

tIdos. Una vez marcado el ADN lIneal por amhos extremos del 

polll1nker, se realizO una restrlcCIOn secundarla para separar el 

inserto del vector, 1raccionando la mezcla realizando una elec­

troforesis en un gel nativo de pollacrilamHla S" en TBE IX a 300 

volts. Para VIsualizar la uhlcaclón del fragmento en el gel , este 

se expusO e n una placa de autoradlogra1ia durante 5 minutos, la 

handa se separO del gel de poliacrllamida, se depOSitO en 100 J.l.l 

de tampón de eluclOn (0.1 % SDS, 10 mM TrlS pH 7 .5, 0.5 111M 

CHJCOONH1 y 1 !!1M EDTA) Y se IncubO una noche a 37 "C. La mezcla se 

depositO en una jer inga de 20 mI y se pasó por una unidad de 

filtraCión con membran a lPilllpore de 0.15 ,um, el tuho !le lavO con 

300 .ul de tampón de elución y la jeringa con 700 pI de lsopropa ­

nol. La mezcla se centrifugó a 11 000 rpm durante 30 minut.os a 1 

·C, el sohrenadante se decantO y la pastilla se de.,)O secar d.e 5 a 

10 minutos y se resUSpendl0 en 100 .ul d.e TE • 50 )11 de CH3COONH1 

1M 250)11 de etanol ahsoluto, se cent.r1tugO a 11 000 rpm, 

d urante 30 mInutos a 1 'C; el sobrenadante se decantO, la pastilla 

se lavO con etanol 60", se deJÓ secar d.e 5 a 10 minutos y se 

resuspendI0 con TE IX, con una activIdad de 25 a 50 cpm/Dg- de 

ADN. 
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RESULTADOS 

En un estu<110 previo, en el cual se analizO la Interaccl0n 

"ln vltro" <1e varias protelnas celulares y virales en la RLC del 

PVH-18 (Garcla -Carrancá y cOls., 1988), se suglrlO que un 'factor 

nuclear de células HeLa, es capaz de unirse a la secuencia de ADN 

"TTTGGCTT" ( AAGCCAAA sobre la otra cadena, en d.lrecclOn anUsen­

Udo respecto al prolllotor) nombrada secuencia K. Posterlormente 

por experllllentos de FootprlnUng con DNAasa 1, se observO que un 

'factor nuclear de células He La y SW13 (amllas de orlgen epitelial) 

se une a esta secuencia (Garc1a-Carranca. y cola., 19/19). La 

reglOn prot.egida esta localizada en el segmento distal de la RLC 

del PVH - l/l y corresponde con una secuenCIa "AAPuCCAA" " que est.a 

altalllent e conservada en las regiones promotoras de varios genes 

de cltoquersUnas e lnvolucrlna humanos (ver tabla ll). 

Para estudiar la naturaleza de este :tact.or se const.ruyO un 

ollgonucleOtido CEZ·K) el cual cont.iene 3Z pb de la RLC del 

PVH-l/1 ( nucleOtidos 1151 a 11/15 de l a secuencia descrlt.a por Cole 

y Danos, 1987). Este ollgonucleOtído 'fué usado en ensayos de 

retardallllento en gel para evaluar la actlvldad de uniOn al ADN de 

la proteina nomhrada 'factor K. 

Cuando se incubaron el olígonucleOtido EZ*K y los :tragmentos 

de ADN procedentes de los plásQlidos pKGEM y pAlulS (ver 'fIgura 1) 

marcados radiactiva mente, con ext.ract.os de protelna de células 

HeLa (Fig. S), se ohservO la :torma ciOn de los complejOS Cl y C2 
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est.as bandas ret.ardadas most.raron una movilidad elect.roforéuca 

Similar en t.odas las sondas lo que indicO que la movll1dad del 

complejo ADN-Prot.elna est.a det.ermlnada por la nat.uraleza del 

:tactor prot.eico y no por el t.alDa1\o de la sonda empleada. 

La especl:tlcldad de los complejos ret.ardados :tue probada por 

ensayos de competencia . El ol1gon ucleOt.1do E2+11: marcado, se 

incubO con (, pg de ext.racto nuclear de cl!lulas HeLa en presencia 

de cantidades crecient.es de ol1gonucleOUdos homÓlogos O het.eró­

logos no marcados radlact,ivamente, est.os Últ.lIDO.!io contienen sitIos 

de unl0n para di:terent.e5 ":tact.ores de transcripCión conOCIdos 

(APt, UPE y rbcS; ver metodologla). Este an4UsIs most.rO que la 

:tormaclOn del complejO C1 :tue inhibida complet.amente sólo por .1 

ol1gonucleOttd.o homólogo empleando bajas concent.raclOneS (10 ng) 

de compet.idor ":trío (I:2.K); mient.ras que con el rest.o de ol1gonu­

cleOtld05 empleados no ae observO ningun efect.o aun empleando 

concentracIones 100 veces mayorl'!s de compet.ldorl'!s. Est.1'! result.ado 

sugIere que el complejo Ct resulta de una tnt.eraCCIOn especl:ttc& 

(F19.6). Un segundO compleJO de migraci6n CC2) :tué observado solo 

cuando se usaron los ol1gonucleOt.tdoa que conUenen un SItio 

palindrómico de uniOn para U: se ob.servO t.alllblen la :tormaciOn de 

un c omplejO ( C3) Ine.pecr~lco. 

Para est.udiar 81 el 1act.or te: present.a alguna especi:tlcidad 

t.lsular excluslva. se prepararon extract.os nucleares de diferen­

t.es llneas celulares tanto ep1t.eliales (HeLa, SW13 y MDCte:) como 

no epit.eliales (3T3-A31 y 3T3 Balb/c) asl COIIIO de leucocitos 

humanos circulant.es y se probaron en ensayos de retardamient.o. 
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Al realizar los ensayos con la sonda (Ea. K), incubándola con 

ext.ractos nucleares de celulas HeLa, SW13 y 3T3 Balb/c (f1g. 7a), 

se observO la formaclOn de un compleJo e1, el cual se detecta 

empleando concentraciones. menores de extrac"tos de c! lulas 

epiteliales con respecto a la no epttelial en la cual se reqUIere 

el doble d e concentraciOn de prote1na para vtsuaUzar el complejO 

retardado e1. 

Al incubar la sonda (Ea.k:) con extractos de c'lula.s MDeK y 

3T3·A31, se observO la formaciOn del complejo el. empleando 

concentraciones altas de protelna con relaciOn a la que se reqUi­

r10 elQplear con cl!lulaa X_La para la formaclOn del co.pleJo 

factor K-ol1gonucleOtldO (Flg. 7b), <en este experimento .e 

al\adiO 0.1" de NP--10 para eVltar la agregactOn de complejOS en 

los origenes del gel) estos resultados sugleren que el fac"tor K 

se encuentra enriquecido en cl!lulas HeLa. 

Al incuba.r la sondor. (I:Z·K) con el extracto de leucocitos 

hUll:lanos (Fig. 8), no se detectO la formaClon de ningún compleJo 

r etenido, al1n empleando concentraciones relatlvamen"te altas de 

protelna, para disrlllDUlr la formaclOn de complejos en loa 

orlgene. del gel debido a las elevadas concentraciones de pro­

te1na, .se adicionO 0.1" de NP--10 a la reacelOn de ueiOn. 

Para comprobar la existencia de :factores nucleares activos 

en los extractos de prote1na empleados, ae utilizO el ol1gonu­

cleOUdo t:a""pl COIIIO sonda radioactiva en enaayo. de retardamien­

to, esta .secuencia no •• encuen"tra de lIIanera nativa en la RLC del 
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Fl g. 7a : Pre ::e :1C l,a del 13.c t o r !( en extract.os nucleares de 
l!n<:!.lz c e!:IL'Ires E:r-¡t'!'ll al"s ( HofrLa y S 1<ll 13) y no epltelnles 
(3T)Ba!~ -:- ). S~ ut¡1,=1 '!' l -:-LI9C' n ucle Otlo:10 EZ · K w.l.r -:,a'io e 
l:-:-:-'..l!:c..l:\ -~ ·~:, n "!,!erent-es :'011cen"cr 3C'1 ')\'leS de pr ote¡na; se esa:-o:! ~ 

y ,~ pg ~ ~ rr :- t ei n.:!.:; d.<;, c~!ll !a s He!...a . .;. "/ <;/ pg de r:o!-ll'13S = "" :3 y 
? 0 , .,,~ ~'J' i~ .:"., l~~;;' 3T? Ell.!l:.> -c : -<1 carril 1I1:>l'e n ') ~-O!'1. ·.:'!r.'.: 

e~:tr.J. -:- ~ ·). e! 1!1-:!: C:\ el cO:::i'l~J::- especi:!¡co fo.IU.ld o p or el f",,~tc;" 

Y.- '='!lg·'):-:·.I,~e~t,<:'to: '=2, C2' y -:-3 !: ) o !nr:das retardadas o ::¡ esp,=ci-
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Ftg . 1b: Pres encia del facto r K en extract.os nucleares de 

l1nRa .¡¡ c el u lares epIte liales ( HeLa y HDCK) y no el?i'tel1ales (3T3 

Balb / c y 3T3-A 31) . El oligonucleOUdo &2+K, marcado radlact.íva ­

me nt.e s e inc ubO con diferentes concentraclones de prot.elnas, en 

pres encia de 0 .1" de NP-10. En las reacciones se usaron 11 J.l.g de 

protelnas del extrac t.o de celu;as HeLa; S, 10 Y lS ug de celula a 

MDCK; 6, 12 Y le J,l9 de cUulas 3Tl-A31 y 6 , 12 Y la )1g de c.lulalJ 

3 T 3 Balb/c. Cl indica el c ompleJO especlflc o factor K- ol1gonu­

c le0t14o; Ce:, CZ'y C3 Indican bandas 1nespeclficas. 
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PVH-18, ya que estos stUos de un IOn para factores, se encuentran 

ubtca¡dos en dIStIntas postclones. 

La¡ forma¡ctOn de un compleja retardado (a) Indica la presen­

cia de un factor de transcripcl0n de la 1allll11a APl en los ex­

trl\ctos de c! lull\s HeLa, NDCK, SW13. 3T3 Balb/c y 3T3-A31 (Fig. 

9), empleando concentraciones relativamente bajas de protelnas en 

las incubac1ones, stn embargQ no se observ6 la 1orlllaciOn de 

ningún cOlllpleJo con los extractos de leUCOCitos, aún empleando 

concentraciones altas de protelna. 

La especifIcidad de unlOn del co mplejo retenido (a), fué 

con:til'lllada por experimentos de compet.lctOn, usando 3 .11g de 

extracto nuclear de c"lulas SWi3 e InCUbándolO con la sonda 

I:2':APl en presencla de cantidades crecientes de ol1gonucleOUdos 

h omólogos (E2.AP1) y heterólogos ( EZ .. K, rbe S y UPE) no marcados 

radlactlvamente, como compeUdores (F19. 10). 

No se ob servO competiciOn del . complejo ( a ) con los oligonu­

cleOtldos no relaCionados aün elllpleando un exce.so 100 vece. 

mayor, mientras que un exceso 10 veces mayor de Ol190nucle6Udo 

homólogo el1minO la 1ormacl6n del complejo (a). 

La presencia y localizaCIón de .ecuencias K (TTGGCTT) :tué 

analizada en la RLC d e o'tros PVH g'enltales secuenciados (6b, 11, 

16, 18 Y 33). 

Ls tallla II muestra una comparaclOn de las secuencias con 

po:slllles SlUOS de unl6n del factor K y su poslciOn con respecto 

i!l la caJa TATA del MLA de I:6, tambIén se hIZO una comparación de 
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Fig. 9: Pres~neia d~l :tac:tor APi .n .xtraotos n6cl.ar •• d. 

células epiteliales (He La y HDCK) y no epiteliales (3T3-A31 y 3T3 

Balb/c). Cl olig o nucll!OUdo C2*APl se incubO con (A) S Y 7 }l9 de 

proteinas de c!lulas HeLa y S p.g de c!lulas 3T3 Balb/c; (8) incu­

haciOn con 3 y S p.g de prot.elnas de c~lul&s HDCIC y 3 Y S J.l9 de 

c!lulas 3T3-A31. Ca) Indica la handa retardada especl:tica de la 

int.eraCC10n APi-oligonucleOtldo, el carrll libre no contiene 

ext.racto nuclear. 
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(n9) 

F iS. l O: UnJon 02Zp02'7i fJ,:a d.oel fa c t o r nuclear A?l. a su 
.f.iieu ", n C¡;' blanco. Se In c ub o 1 nS del olisonucleOtiClo E2 . A?1 . 
~",rcad o rac.I3..:tI V;' l:Iente. con;' }lg de extracto nuclear de células 
$10'13. en ausencIa O preso!!nO:la de 10 y 5 0 og de ollgooucle6tlClo 
e~p!! c !:f'lco CE2 . A?l ) O Ineapecltlcos ( E2. K. rbcS, UPE) . t I carril 
lIbre n':l con ": Jen 'E' ,,"xtr-acto nuelear: (-) Indica ausencia de o llgo ­
n uc leOtldO co:>m pet l<1o r : (a) s!!t\ala la banda retard3da especttlc.a 
del c0r.1p1eJ-:' APl -011g()nucleOtl d o: Cb) y (c) son band.as retard3.d.as 
n o ~spoe C ¡t' C 3S . 
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105 0511.105 K encontrados en las reg'lones reg'ulatorlas de la 

transcrlpcl0n de genes de c1toquerat1nas humanos que han S1do 

secuenCIados y que son expresados en epltellos estratl'flC&dOS así 

como del g'en de Involucrlna humano. 

Se observa que eXlste una copla pertect.a de la secuenCla IC 

en la RLC de los PVH analtzados y su locallzactOn respecto a la 

caja TATA il!'ntre estos se encuentra alt.ament.iI!' consiI!'rvada (Ftg'. 

11). 

50 



Gene Celular 6 

El emento de la 

RLC de PVH. 

KR' 

KHl 

KHl1 

H involucrlna 

PVH 'b 
PVR 11 

PVH " 
PVR " 
PVH33 

Secuencia Orlentaci6n 01stancill • 
TATA 

AAGCgAAA S -132 

AAGCCAAA S -67 

AAGCCcAAA S -116 

AAGtCAAA S -110 

AAGCCAAA AS -lID 

AAGCCAAA AS -192 

AAGCCAAA AS -2S2 

AAGCCAAA AS -"I"IS 

AAGCCAA AS -169 

AAGCCAAA AS -166 

Tabla No. II: Secuencias K l ocalizada.s en los promotores de 

genes de queratinas (KH) e involucrina humanos y en reglones de 

cont.rol d e PVH genitales humaDOS. S y AS Indican la o rientado n 

(sentido y anttsentldo), respec to al prolllotor. Se muestran las 

secuencIas y su distancia a la caja TATA, en pares de bases. 

51 



Flg. 11 : Locah"" .. ci6n ~.qu~lIIoit.ic ... <iq 1011 811.105 dv unión de 

los :tactores E2 y 1(, en la RLC de los PVH genitales secuenc:lados. 

Las barras negras indic:an sitios per:tec:tos de un IO n de E2 

(A CCG- N1 - CGGT); las barras c:laraa, sitios Imper:tec:t.os (ACC-N6-

GGT). Los t.r i Angulos negros Indlc:an sltios posibles de unlOn del 

:tact.or ¡,::. las :tlec:has I nd ican el IniCIO y dlreC:CIO n de la 

tran s cripc ión del gen Eb. Se muest.ra el tipo de PVH genital, su 

potencial oncogl!nico y s u inCidencia. 
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LCR de PVHGENITALES TIPO . ONCOGENlelDAD INCIDENCIA 

I . y I 11e::>6b baja alta 

I y I 1I e::> 11 baja alta 

I sr ~ 11e::> 16 . 81t8- alta 

lE x ~ 11e::> 18 alta baja 

I y O 11 ce> 33 alta baja 



DISCtJSION 

los experiment.os most.raron que eXlst.en factores celulares 

que InteraCCionan especiflcamente con secuencias blanco del ADN 

viral. El factor le, se encuent.ra enriquecido en c!lulas ReLa (de 

origen epitelial, derivadas de un carCinoma de CérVIX) y reconoce 

la secuenClll le: 5'-AAGCCAAA-3', 
3'-TTCGGTTT-5'. 

Est.a secuencia est.A present.e dos veces en la RLC del PVH-1&: 

ambos SitiOS se localizan arriba del sitio cap de E6, a 393 y 126 

pb¡ respecUvamente. La. secuencia le esta present.e una sola vez en 

los demas PVH genitales secuenciados a la fecha. y es muy sllDllar 

a aquella que s e encuentra altamente conservada en los promotores 

de l os genes de cltoqueratlnas (que son expresadas en los epit.e-

1105 estraUflcados) y en el g-en de la involucrlna humana (ver 

Tabla lI). Si n embargo, la secuencia le se encuentra en dlrecciOn-

antisentu10, respecto al promotor en todos los PVH genitales. 

Los principales componentes estructurales de las clnulas 

epIteliales son las quera Unas, proteinas :fIbrosas que se agreg-an 

para formar los :filamentos intermediarios. Las queratinas son una 

familia de aproXlllladamente 20 polipépt1dos (Moll Y cols., 19&2). 

Se han distinguido dos subfamillas en tuncl0n de !'IU comport.amlen-

to en sIstemas electroto réticos E!n geles bidllllenc ionales, una 

.1cida (tipO 1) Y una neut.ra/básica (tipo Il) (Su n y col s., 19tH). 

Las queratinas se expresan di:terencialmente a partir de un 

gran complej o !l1ultigénico, de acuerdo a di:terentes rutas de 

d1:ferenciacIOn celular, siguiendo c1eterm1nadas reglas, est.as son 
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expresadas por pares formados por un representante de cada sub­

familia, los cuales se aparean como tetr.1meros; la combinaCión de 

pares es característica de un tenotlpo epitelial ( Fuchs y Green. 

1986). 

El an.1lisls de las secuenCIas de. varios genes de quera Unas. 

revela que las reglones S' son altamente homólogas entre espeCies 

dl:ferentes (BOVinos. Murinos y Humanos), en genes que codifican 

para la~ mismas cl toque ratlnaS o las eqUivalentes, lo que sugiere 

que estas reglOnes son escenc lales para una eflclent.e expreSión 

celular especitlca. 

Se ha demostrado que las reglones S ' juegan un papel muy 

Imp ::o rt.ante en la regulacI6n transcrlpclonal de muchos genes 

e uca.rIOt. I~oS, la reSist.en Cla a las presiones de mutaCión most.ra­

d a , hace pensar que la conservación evo lutiva que p oseen es 

debid a a una probable Import.ancla :f un CIOnal para su expreSión. 

Chavdhury (1986) ha report.ado que los ext.remos S' de los 

genes de las cltoquerat.inas humanas (2 ACH1as No 1-1 y 16 Y una 

b!.sica No 6) que son coex presadas. exhiben un grado slgnltlcant.e 

de h Olll o logia, sugiriendo que est.as secuencias .juegan un papel 

importante e n la expresión coordinada de est.os tres genes. AdemA s 

de la ca.ja TATA, e Xiste una secuencia AA(Pu )CCAAA (Pu=Purlna) 

a lt. .'I.mente conservada. que s e encuent.ra en t.odos los el e ment os 

procot.ores de genes de cltoqueratlnas que se expresan en epite­

liOS est.ratlfic ados humanos. Est.a secuenCia puede ser l ocalizada 

a distan Cias variables de la caja TATA en genes diferentes pero 

su pOSición en un gen dado esta conservada en dl f erent.es espe­

cies. Una secuenCia muy slIDlla.r se encuentra arriba del gen que 
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oodi:tica para la Involucrina, una proteina sinteUzada por los 

queraUnocltos humanos (ver Tabla tI) (Blesslng ':1 ools., 1987); 

sin embargo , es'ta secuencia es'tA ausente en genes de cltoqueratl­

nas que se expresan en epiteliOs simples O de queratinas no 

epldermales. 

En anos recientes se ha Ido aclarando que el tropismo hacia 

ciert.os t.eJldos, en muchos virus, puede estar mediado por ele­

mentos genéticos que dlrigen la expres16n de genes Virales. El 

enhancer y el promotor de un virus pueden ser acUvos solo en un 

tipo de células, que c:on'ttenen una apropiada concentraclOn de 

:fact.ores de regulaciOn gené'tlca. 

Se han caracterizado varios elementos en la RLC de algunos 

PVH genitales, que son blanco de interacción de :tactores protei­

cos v i rales y celulares (Garcia-CarrancA y cola., 1988). Se ha 

observado en experimentos de cotrans1ecci8n (B.rnard '1 col s ., 

1989) que en queratinocl'toa hUlllanos, el producto de 1:2: participa 

en el control geneUco, reprimiendo :tuer'temente al promot.or de 1:6 

del PVH-18, en el que se encuen'tran dos SIt.IOS de unt8n para 1:2: 

cercanos a la caJa TATA, lo cual podria resul'tar en una lnt.er1'e­

rencia espaCial que impida la :formaclOn de un complejo de 

transcripción sobre el mencionad.o promotor. 

1:1 anAlIais de las leslones lIalignas de CaCU ha mostrado la 

presenCia de PVR mayoritariamente en es'tad.o integrado al genollla 

celular, en donde el rompimiento del ADN viral ocurre general­

men te a ni vel del MLA 1:2, por lo que el genoma Viral podrla 

quedar bajo el .:fecto d. producto. d. su. clllula. hu4ap.d, en 

especial de :factores de regulacl0n de genes de querat.inas, con lo 
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cual la activaciOn de los genes vlrale.a ocurrIría durante la ruta 

de diferenclaciOn de una c&lula epitellal basal a una c&lula 

quera tlnlzada. 

La mayor abundancia del factor K en los tejidos eplt.el1ales, 

sugiere la POsibilidad de que este fact.or Involucrada poslble­

ment.e en la regulaclOn t.ranscrlpclonal de los genes de cttoque"ra­

tinas e Involucrlna humanos, sea util1zado para la expreslOn de 

10$ oncog-enes virales (E6 y E7), los cuales se activan durant.e la 

rut.a de la di:terenclactOn de los eplt.el1os. 

Se IdenUflcO una secuencia especifica S'-TGACTAA-)', que es 

blanco de Int.eraCClón de un mlem:bro de la fa milla AP-l; dicha 

secuencia se encuent.ra presente dos . vece.!! en el RLC del PVH-18, 

una loc alizada a 350 pll arrilla del sitio cap de E6 y la otra a 

175 pll arriba del ml.mo sitio. 

AP-l, const.lt.uye un elemento de respuesta a estere. de forllol 

(Garcia-Carranc4 et. al . 1988 ). 

zur Hausen (1987a) ha sugerido que el papel de los PVH ea de 

promotor ma.s que de Iniciador de un tumor; algunos :tact.ores de 

riesgo en aSOClaCIOn con los PVH para el desarrollo de una 

m~l1gnldad son la exposiclOn a la luz U.V., el hálllto de fumar y 

c oinfecciones por Herpex Slmplex tipo n. ASl, el d.esarrollo del 

CaCU puede ser facIlttado y acelerado por agentes ambientales que 

act.1ven la transc r ipción de los PVH que hallían estado integrados 

y permanecido en estado latente, en donde los factores de 

respuesta al a mbiente como AP1, pOdrían est.ar altament.e lmpl1ca­

dos en la activaciOn de los 9'enea viral ••. 
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Varias o:bsarvaelones cUntcas y epldemlolOgtcas, pueden ser 

explicadas con :base en la acUvaclOn de los promotores de los 

PVH, por :factores de respuesta a agentes extraeelulares. 

Los "factores de la :famUla AP-l son los transductores de una 

serie de eventos que se lnlclan en la melll:brana plasmáUca y que 

Involucran set'1ales de respuest.a a agf!nt.f!S flslcos (luz U.V.), 

qUlllllcos (promotores de tumores) y :blolOglCos (hor~onas) (Angel y 

c ols., 1ge7; Lee y col s., 1967). Estas se!l.a1es pUf!c1en In"f1uenclar 

la untOn de la RNA po11merasa 110 al ADN, es decir el encendldo 6 

apagado de los oncogf!nes virales E6 y 1:7 (ver :f1g. 12) (Garcla­

Carranc4 y COI5., 1966), 

La parte central dela RLC del PVH-16 posee un enhancer 

t.ranscrlpelonal t.eJ ido-especl'flco, que es reconocido por APl y 

tam:blén cont.iene una secuencia S'-TTGGCTT-3' (nueleótidos 7730 a 

7736 de la secuencia descri. ta por Cole y Danos, 1987). 

Todos los PVH secuenCiados muest.ran una al t.a homologia en au 

organízactOn genollllca (Glrl y Danos, 1986), por lo que la eptte­

llotropta y potenelal lIIa11gno dl:ferenclal que present.an, pro:ba­

:b1ement.e se deba a pequeftas d1:ferenclas en la dlspos!ctOn de los 

elementos regulat.orlos t.ranscrtpclonales virales, a los mecanis­

mos de regulactOn de la t.ranscripciOn de genes es pecí:ficos en sus 

celulas :blanco (ver Figura 12) y a la lnt.eracclOn de :factores 

celulares como K y AP-l con la RLC VIral. 
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Fig . 12: Esquema de las interacciones. ADN-prote5.nas, en la 

Reg i6n Larga de Control d el PVH-18. Se ilu s t.ran algunos element.os 

del ADN. qu e s on b l anco de interaCCIOn de fa ct.ores celulares o 

vira l e s . Est.os f a c t ores modulan la act.1v1d a.d de la RNA polimeras a 

UD, en cargada d e l a t r anscr1pc lOn de gene s celulares y v trales. 

En l a p o lllllerasa lID se ilu s tran algunos pOSibles sitios d e 

fos1'orll actOn . 
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CONCLUSIONES 

Los experimentos lIIostraron que eXisten 1actores celulares 

que interaCCionan especÍ"flcamente con secuencias del ADN vlrs.l. 

El :tactor K reconoce espec!11camente una secuencia altamente 

conservada en la re9'1611 S' de los PVH genitales. Est .. secuencia 

esta presente dos veces en la RLC del PVH-18 (una sola vez en los 

dema8 PVH genitales) y es homOloga a un elemento consenso que se 

encuentra en las regiones promotoras de genes de citoqueratinas e 

involucrina humanos que se expresan en epitelios estrati:ticados. 

El "factor K se encuentra enriquecido en celulas HeLa (de origen 

epitel ial) respecto a celulas no-epitel1ales ( LeUCOCitos .humanoa 

ci r culantes, 3T3-A31 y 3T3 Bal:b,c) 6 de clHulas derivadas de 

epitelios planos 6 glandulares ( MDCK y SW13) que no son el :blanco 

natural de l os PVH, esto sugiere que un factor de transcrlpci6n 

de genes de citoqueratinas esta illlplicado en la alta especifici­

dad tisular de los PVH y podría ser uttllzado para la expresión 

de los oncogenes virales, los c uales se a ctivan durante la ruta 

d e dlferenClaci6n de los epitelios. La protei na celular APl 

interacciona con una secuencia de ADN repetida dos vece8 en la 

RLC de l PVH - 18, esta. proteína puede estar implicada. en la 

activación transcripclonal de los oncogene.s vlrale8 al ser la 

transductora final de eventos que se inictan en la mem:brana 

celular y terminan con la act.ivaci6n de gene8. 
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GLOSARIO 

Ampli.:ticaciOn .- P roducciOn de coplas adicionales de ADN 

intra o extracromosomales. 

Autoradiogra'fía.- DetecclOn d e mol4!1:cu1as marcadas radlac­

tlvament e por su efeeto de cr~ar una imagen sobre pe1kula 

radiográf ica . 

CAAT,eaja.- Secuencia conservada, localizada c erca de 75 pb 

arriba del SItio de inleio de la t.ranscripciOn de algunos genes 

eucar¡óticos, es reeonocida por factores como NF1 1'CTF y NF-Y; 

puede estar involucrada en la u niOn de la RNA polimerasa 11. 

Cls-activacIOn.- ActlvaciOn transcripcional de genes por 

elementos de contro l en la misma molo!cu1a de ADN. 

ONA-hgasa.- J:n'l:llIIa que cataliza la 'forlllaciOn de un enlace 

'fos'fodiester entre u n grupo )'-OH y otro S'-PO,", adyacentes. 

J:ndonucleasa . - J:n%llIIa que hidroli.'l:a enlaces 'fos:l'odiester 

Internos en un polinucleOUdo. 

J:nhancer .- Seeuencla de AON intensi'licadora de la transcrip­

cIOn independientemente de su orientaciOn y distancia en re1aci.On 

al promotor. 

J:n'l:lma de restricciOn.- t:ndonucleasa que r econoce secuencias 

de nucleOt1l1os especl'ficas en el ADN, uaualmente no meti.l ... d;a.s. 

Fr agmen to il:lenow de la ONA poUmeraaa de J:.coli.- en'l:ima 

que pOllee la actividad S' - )' polimerasa y 1 ... 3'-S' exonucleasa, 

pero carece de la actividad 5'-)' exonucleas ... . 
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Footprinting.- Tt!cnica para identi1'icar el sitio de uni6n de 

alguna protelna al AON por la propiedad de darle protecc16n 

contra el ataque de nucleasas o agent.es qulmlcos. 

Gen.- Segmento de AON qua codifica una cadena polipapt.{dlca, 

lncluyendo las regiones involucradas e n el procesamient.o del ARN. 

Marco de Lectura Ablert.a.-Regi6n de AON comprendIda ent.re un 

codon de iniclaci6n y o tro de terminaci6n, potencialmente tradu-

cible, contiene tripletes que codifican para aminoácldos . 

MOCK.- Linea celular derivada de epitelio simple de ritl.Ón d e 

perro. 

Neoplilslllil.- Nasa anormal de t.ejido, donde existe un creci-

mienio excesivo e i ncoordinado, cOlllparado con el tejido -normal. 

la cual persiste despues del cese del esUlllulo que indujo a las 

c.lulas a hacer el cambio. 

Nucl a6t.ido.- Un i dad básica de la estructura del AON, 

consta d. tres part.es: un 
, 

azucar (ribosa o desoxiribosa), una 

base nitrogenada (adenina, citoclna, guanina y tímina o uracilo) 

y un grupo fosfato. 

Oncogen.- Gen cuya expresi6n anómala contribuye a que una 

c.lula normal se t.rans1'orme en cancerosa. 

Ori (or,gen).- Secuencia de AON en la cual la replicación es 

iniciada. 

Palindrollle. - Secuencia de AON que es la misma cuando es 

leida de izquierda a derecha o de derecha a izquierda, consiste 

de repetidos lnvertidos adyacentes. 
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Par de ba3es.- Dos b ... se3 nlt.ro9"enada.!l qu~ se complement. ... n 

por puentes de hidrOgeno en ADN o ARN c1e dOble tUalJlento. 

PIAsmido. - Ho ll'culas de ADN blcat.enarIO, circulares, 

ext.racromosomales, se replican IndependlentelJlente de sus celulas 

huésped y determinan rasgos genet.lcos accesorios no codl"flcad.os 

usualmente por el cromosoma bacteriano. 

Promot.or.- Región dI! ADN que conul!ne sell..ales d.e Inicio de 

la transr::-rlpClón, un lon (caja TATA) 

para las RNA pollmerasas. 

y onentaciOn (caja CAAT) 

Represor .- Protelna que se une a una secuencia en el ADN, 

Inhibiendo la transcripción dI! los genes adyacentes. 

Se~uenCla consenso. - r:s ur.a secuencia Idealizada en la cual 

c ada PO$U;IÓn represen t a la base encontrada un mayor nUmero de 

veces, cuando se comparan varias secuenCla!ll de ADN. 

5\11 - 13 .- Células de AdenocarclnolJla adrenocortlcal humano. 

TATA (c a Ja).- E s un heptamero conservado riCO en A-T, cerca 

de 25 pll arriba del punt.o de inICIO de la t.ranscrlpclón de un 

gen, puede estar involucrada en la orientaCión de la RNA pol1me­

rasa II para la. inlClacl6n de la transcripción. 

Transact.ivaclón.- RegulacI6n tran:scrlpcional positiva d.e 

genes ullJcad os en secuencias de ADN distintas a la del elemento 

control. 

Tranacripc.6n. - Trana"terenci.a de in"torlllaC10n genética codi­

ficada en las cadenas de ADN a una secuenCIa de nucleOUGO!ll d.e 

ARN. 
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lT3-A31.- L1nll" C=lIlul .. r- dllriv&d .. ele fihrolJl ... t.Qa d.. r .. t ón 

.mhriónico no tumorogenicos . 

3 T3-BallJ/ c.- Linea celular estalJlecida a partir de flbro­

blasto5 de ratti"n emlJriónico. 
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