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INTRODUCCION 

REGULACION GENETICA Y FACTORES DE TRANSCRIPCION 

Los diterentes tipos de células que existen en un organismo 

pluricelular deben coor.dinar la actividad de sus genes para lograr 

un funcionamiento aJ::m6nico del organismo del cual forman parte. En 

muchos casos, el ma.s importante nivel de regulación de la actividad 

genética es el transcripcional. 

As1 como ocurre on organismos procariontes, el control de la 

transcripción en las c6lulas eucariontes ea el resultado do la 

interacción entre secuencias reguladoras en el DNA y factores 

proteicos. Estos últimos se conocen como factores de transcrip­

ción, ya que muchos de éstos presentan afinidades marcadas por 

secuencias especificas contenidas en el DNA, que están encargadas 

de regulnr la transcripción de uno o varios genes (Johnson y 

McKnight, 1989). 

Los factores de transcripci6n intervienen on la regulación de 

la expresión de genes particulares modianto el reconocimiento de 

secuencias reguladoras del DNA que se encuentran en zonas aledal'las 

al gen en cuestión (o inclusive dentro del mismo gen). Cada tipo 

celular contiene una determinada combinac16n de facto-

res, la cual depende no sólo del tipo celular en cuestión, sino 

también del momento del ciclo celular, y en ültima instancia, de 

sel'lales extracelulares. 



As1, la combinación de secuencias reguladoras de un gen o 

grupo de genes constituyen una especie de código de regulación que 

determina d6nde, cuando, bajo qué circunstancias y con ~é 

intensidad debe de expresarse el gen en cuestión. Los factores de 

transcripción son los efectores de este código, ya que 11.nicamente 

a través de ellos son capaces las RNA polimerasas (las enzimas 

encargadas de realizar la transcripción) de reconocer y transcribir 

de manera especifica genes particulares (rev. en: Lewin, 1990). 

Funcionalmente, se pueden reconocer dos tipos de factores de 

transcripción: los denominados generales, los cuales parecen ser 

necesarios para que se inicie la transcripción en cualquier 

promotor, y los especificas, que reconocen secuencias particula­

res presentas sólo en algunos ganes y por lo tanto sólo son 

requeridos para la expresión da éstos 11.ltimos (aunque pueden estar 

ampliamente distribuidos y ser prácticamente ubicuos), o inclusive, 

11.nicamente para aumentar o disminuir el nivel de expresión 

constitutivo o basal de un gen (Duratowski, 1989). 

Los factores de transcripción generales forman diversos 

complejos en presencia ausencia de las RNA polimerasas, 

necesarios todos para realizar la transcripción. El primero de 

éstos complejos, conocido como complejo comprometido, se forma al 

reconocer un factor conocido como TFIID una secuencia de DNA alta­

mente conservada en prácticamente todos los organismos, conocida 

como caja TATA. El factor TFIIA también interviene en éste 

complejo, aparentemente estabilizando la unión TFIID-TATA 

(Buratowski et al, 1989). La función del complejo comprometido 



serla la de senalar a las RNA polimerasas los genes que deben de 

ser leidos. 

Posteriormente,· la RNA polimerasa reconoce a éste complejo 

mediante el factor TFIIB; la iniciación de la transcripción, sin 

embargo, no parece ser posible hasta que se une al complejo ya 

formado el factor TFIIE, el cual confiere una actividad de ATPasa 

DNA-dependiente; al complejo formado se le conoce como complejo de 

iniciación rápida. Al elongarse la cadena de RNA transcrita, 

algunos de éstos factores son liberados (como TFIIE y TFIIB) y 

otros se mantienen unidos al DNA, sin acompa~ar a la polimerasa 

(como TFIID y TFIIA). Aunque óste mecanismo es el que se propone 

para la RNA polimerasa II, encargada de transcribir genes 

estructurales, aparentemente tiene muchos puntos en coman con el 

mecanismo utilizado por la RNA polimeraea III (Murphy et al, 1999). 

Los factores espec1ficos pueden tener diversas funciones, la 

primera de las cuales es el poder sustituir a alguno de los 

factores generales, en el caso de algunos genes; por ejemplo, se 

sabe que no todos loa genes poseen cajas TATA en sus promotores, 

por lo que al factor TFIIO no as utilizado para formar el complejo 

comprometido; en éste caso, algún otro factor probablemente 

sustituya a TFIID. 

comOnmente, sin embargo, los factores de transcripción 

espec1f icos actüan como moduladores (positivos o negativos) de la 

transcripción, o bien como determinantes de especificidad, 

temporalidad o de contexto f isiol6gico de la misma. En ambos casos, 

su función la cumplen permitiendo o regulando el acceso de la RNA 



polimerasa a la región de la cromatina en donde se encuentran genes 

listos a ser transcritos (es decir, a cuyos promotores están 

adheridos complejos comprometidos); en tejidos especlficos (como en 

el caso de los factores linfocito-espec1ficos Oct-2 y NF kappaB), 

en momentos particulares del desarrollo ontogenético (como en el 

caso de diversas pi;:-ote1nas home6ticas), o bien en respuesta a 

alguna seflal externa a la célula, debida a un cambio en las 

condiciones fisiológicas del organismo o a la presencia de un 

estimulo ambiental particular (como en el caso de los receptores de 

hormonas). 

Estas funciones las cumplen muchos de estos factores mediante 

el reconocimiento especifico de módulos de secuencias cortas y 

particulares, presentes en regiones reguladoras de los genes, 

conocidas como promotores y secuencias intensificadoras 

( 11 enhaneers"}. En el caso do los prometeros, los módulos se 

encuentran a distancias cortas y generalmente est6n situados en 

dirección 5 1 do los genes a ser transcritos, y se encuentran 

separados por distancias definidas los unos de los otros. Como 

"enhancers", los módulos se encuentran a distancias más grandes de 

los genes que regulan, pudiendo inclusive regular a dos grupos do 

genes aituados en direcciones opuestas; adcmAs, se encuentran muy 

juntos unos "enhancers" a otros, y puedan· funcionar igualmente si 

se les invierte o si se les coloca a distancias muy variables de 

los genes que regulan (Lewin, 1990). 

Los "enhancers", a su vez, están compuestos por elementos 

básicos que se repiten y so combinan entre ellos para formar a los 
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Fig. 1. A: M6dulos del DNA Y factores trans-activadores que 
los reconocen. B: Complejo de transcripción. Nótese que la región 
correspondiente al enhancer puede estar a una cierta distancia del 
promotor y aún as1 activar la transcripción, gracias a un doblez en 
el ONA. Adaptado de: Hitchell y Tjian, 1989. 



distintos "enhancers"; estos elementos se denominan "enhanzones" 

(Ondek et al, 1988), y a diferencia de los enhancers, no pueden 

conferir actividad a un qen por cuenta propia, sino que requieren 

combinarse con otros 11enhanzones". Ademas, para ser funcionales, 

los 11enhanzones" requieren estar situados a una determinada 

distancia unos de otros, formando parejas; una pareja de "enhanzo­

nes" conforma el elemento funcional m1nimo que se conoce como 

11enhancer 11 , aunque generalmente se requiere una repetición en 

tándem de un "enhanz6n 11 o una oligomeriznción de una pareja de 

"enhanzones" para formar un 11 enhancer" funcional (Fromental et al, 

1988) • Los enhanzones son reconocidos por los distintos factores de 

transcripción, y el arreglo de los "enhanzones 11 determina cómo se 

situarán unos factores relativos a otros: si dos 11enhanzones11 

idónticos se encuentran uno al lado del otro, el resultado podr!a 

ser que dos factorco idénticos formaran un homod1mero al unirse al 

DN'A; dos 11 enhanzones" diferentes inducirán la :formación de un 

heterod!mero. 

Los factores de transcripción activan la exproeión genótica 

mediante dominios de 30 a 100 aminoácidos que son independientes de 

los dominios que reconocen y se unen a las secuencias especificas 

en el DNA. Estos dominios, denominados activadores, son las 

regiones que confieren funcionalidad a los :factores do transcrip­

ción, ya que éstos son los sitios a los que se unen las RNA 

polimerasas, ya sea directamente, o bien indirectamente, a trav4s 

de proteínas que hacen las veces de puentes entre las polimerasas 

y los factores aecuencia-cspcc1ficos; por ejemplo, los factores que 
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Fig. 2. Cooperación de dominios do activación do la trans­
cripción. En este ejemplo, A: en células no linf~ticas, ol factor 
ubicuo oct-1 no es lo suficientemente activo para promover 

·transcripción porque no presenta un dominio fuertemente activador 
(area ashurada); B: en células linfllticas la presencia de Oct-2, an 
cambio, s1 logra activar la transcripción; e: un promotor de snRNA 
que contiene un equivalente a caja TATA (caja PE) capaz de unireo 
a un factor con un segundo dominio de activación permite a Oct-1 
activar transcripción en conjunción con este factor; O: un segundo 
dominio de activación, aportado por VP16, auxilia a Oct-1 y permite 
activar la transcripción do un promotor de un gen estructural. De: 
Schaffnor, 1989. 



pertenece~ a los ~omplejós de transcripción (Ptashne y Gann, 1990) 

(ver Fiq. 1¡·; 

Un factor de transcripci6n puede tener más de un dominio 

activador, y varios dominios activadores juntos parecen tener un 

efecto sinerg1stico sobre la activación transcripcional (Mitchell 

y Tjian, 1989). SegOn el tipo y el nOmero de dominios activadores 

que posea un determinado factor, podrá activar la transcripción de 

-determinados genes. En algunos casos, sólo podrá activar ia 
transcripción de un gen si se combina con algún otro factor que a 

su vez posea un dominio activador; la combinación de los dominios 

activadores de ambos factores activará al gen. En otros casos, 

ambos dominios activadores se encontrarán presentes en un sólo 

factor. 

Un ejemplo del primer caso (dominios activadorcs en distintos 

factores) lo constituye el factor Oct-1, el cual puede activar la 

transcripción de los genes de U2 snRNAz sin el auxilio de otros 

factores sccuencia-espec1ficos, pero no la de genes que codifican 

para prote1nas (genes estructurales). con el auxilio de el factor 

viral VP16, sin embargo, Oct-1 es capaz de activar la transcripción 

de genes estructurales. En cambio, Oct-2, un factor con afinidad 

por la misma secuencia que Oct-1, activa por s1 mismo la 

transcripción de genes estructurales, pero no la 

de los genes de los U2 snRNAs. Aparentemente, esto se debe a que 

Oct-1 y Oct-2 comparten un dominio activador poro difieren en 

otros; oct-1 no posee uno de los dos dominios activadores que 

permiten la transcripción da genes estructurales que s! poseo oct-

9 



2. Para que oct-1 pueda activar la transcripción de genes 

estructurales, es necesario que otro factor aporte el segundo 

dominio activador; en este caso, esto es exactamente lo que hace 

VP16 (Schaffner, 1989; Tanaka et al, 1992) (ver Fig. 2). 

El sinergismo que es producto de la suma de dominios activa­

dores podr!a deberse. a que existe un equilibrio dinámico entre las 

RNA polimerasas o los otros componentes del complejo de 

transcripción que se encuentran unidos a los factores secuencia­

espec!ficos y los que no lo están. Una mayor cantidad de dominios 

activadores estabilizar!an la unión RNA polimerasa-factores 

secuencia-espec1ficos y desplazar!an el equilibrio hacia la unión, 

permitiendo la iniciación de la transcripción (Ptashne, 1988). 

Entre los diversos dominios que componen a la RNA polimerasa II 

(encargada de transci:'lbir los genes estructurales a RNA mensajero), 

existe un dominio altamente repetitivo, el carboxi-terminal, que 

consiste en la repetición de un heptapéptido, resultando en la 

formación de una especie de 11 cola 11 en la polimerasa Esta 

11cola 11 aparentemente está involucrada en el reconocimiento de 

factores de transcripción espec!f icos, ya que mutaciones sobre la 

región del gen que codifica para este dominio alteran la 

especificidad de la transcripci~n. Ya que el dominio es largo 

(entre m4s complejo el organismo, m!s larga la cola), se postula 

que interactüa con varios dominios activadores de 1os factores al 

mismo tiempo (Woychik y Younq, 1990; Carden, 1990; Liao et al, 

1991); esto es un apoyo a la teor1a del equilibrio dinámico que se 

menciona arriba. 

10 



De esta manera, una combinaci6n de secuencias de DNA 

especifica una combinación de· factores de transcripci6n, lo cual a 

su vez determina una combinación de dominios activadores que 

interactuarán con 1os complejos de tra':'scr ipci6n unidos a los 

promotores de uno o varios genes, activando, reprimiendo o 

modulando la expresi6n de 1os mismos, segün el contexto celular en 

el que se hallen los genes. 

BIOLOGIA DE LOS PAPILOMAVIRUS 

Un sistema atractivo para estudiar c6mo so requla la expresión 

tejido-especifica de un gen lo representan los papilomavirus, los 

cuales comprenden una familia de pequenos virus de DNA que inducen 

proliferaciones opitblialcs o fibroepiteliales en la piel o mucosas 

de vertebrados superiores. Estas proliferaciones, llamados 

papilomas o verrugas, son generalmento benignas, muestran un 

crecimiento limitado, y frecuentemente regresionan espontAneamente 

(Rulison, 1942; Hassing, 1963}. Sin embargo, algunos miembros de la 

familia de papilomavirus inducen proliferaciones que pueden 

progresar hasta formar carcinomas epiteliales, usualmente después 

de un periodo prolongado de latencia (rev. en: zur Hauson ot al, 

1987). 

El reconocimiento dol potencial oncog6nico de los papiloma­

virus humanos (HPVs) ha provocado un inter~e creciente, y el hecho 

de que el DNA y el RNA virales persisten en carcinomas ha implicado 

un papel directo da éstos virus en la converai6n hacia el estado 

11 
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Fig. 3. ciclo replicativo de un papilomavirus en lesiones 
productivas y en lesiones que progresan hacia la malignidad. La 
integración viral parece ser necesaria para la transformación 
maligna en los HPVs 16,18,Jl y JJ. Adaptado do; Pfister, 1990. 



ma1igno y su mantenimiento (rev. en: zur Hausen et al, 1987). 

Más recientemente, el papel causativo de los HPVs tipo 

16, 18, 33 y 35 en la inducción de c6.nceres genitales ha sido 

documentado, y el DNA y RNA virales han sido detectados en hasta el 

90% de biopsias tomadas de estos cánceres (zur Hausen, 1988). 

sin embargo, la infección del epitelio genital por algunos otros 

HPVs (6 y 11, p. ej.), rara vez conlleva a un desarrollo maligno. 

De manera interesante, en el caso de los HPVs oncogénicos, 

secuencias especificas del ONA viral se encuentran integradas al 

genoma celular. 

Los HPV poseen una estricta especificidad tisular, ya que sólo 

infectan epitelios estratificados planos (secos como la piel o 

hümedos como las mucosas orales y genitales). 

Los epitelios estratificados de los mam1feros están compuestos 

principalmente por queratinocitos, los cuales están dispuestos en 

capas sucesivas en diferentes estadios de diferenciación. El 

estrato basal o germinativo posee la actividad mitótica del tejido, 

mientras que en las capas intermedias, donde se encuentra el 

estrato espi~oso y el granuloso, las células cesan su división e 

inician un programa de diferenciación (queratinización). Las 

capas extornas que forman el estrato córneo cst6n constituidas por 

células muertas, totalmente queratinizadas, que son eliminadas por 

descamación. 

Es muy probable que el virus infecta células germinales del 

estrato basal para establecerse en el epitelio (Pfister, 1984; 

Pfister, 1987). Aunque no se conocen con certeza los mecanismos 

13 



mediante los cuales los papilomavirus inducen la formaci6n de 

verrugas, se supone que la inducción de los genes virales dá como 

resultado la produoci6n de prote1nas virales que estimulan la 

proliferacl6n celular e lnterf !eren con la diferenciación normal de 

las células epiteliales (Orth y Favre, 1985). La diferenciación 

terminal de los queratinocitos permite a los virus primero, 

replicar su DNA, a la altura del estrato espinoso, y poste­

riormente, sintetizar sus prote1nas estructurales, principalmente 

en el estrato granuloso (Pfister, 1990). La s1ntosis vegetativa del 

DNA viral puede ser detectada por técnicas de hibridizaci6n "in 

situ" en la capa de células en diferenciación del epitelio, pero no 

en la basal o en la subyacente de loe fibroblaetos (ver Fig. 3). 

Numerosas observaciones realizadas en prolif eracionos 

inducidas por papilomavirus humanos y animales que han subse­

cuentemente acabado por malignizarse han implicado la participación 

de agentes adicionales, qu1micos, tísicos o gen6ticos, en el 

desarrollo de tumores malignos (Orth et nl, 1980, zur Uausen et al, 

1984, zur Hausen y Schneider, 1987). En particular, se ha 

enfatizado el posible papel jugado por la nicotina, infecciones por 

HSV, bacterias y protozoarios, en la iniciación del cáncer 

cervical. La pórdida de un supresor tumoral localizado en el 

cromosoma 11 parece ser un evento esencial adicional, a nivel 

genético, en el deaarrollo de la tumorigenicidad (Saxon et al, 

l.986). 

En México, aproximadamente el Jlt de los c6nceres cervicales 

estudiados en diferentes estadios de maliqnidad se asocian al HPV-

l.4 
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16 (Gariglio y cole., 1987), - y un 7' al HPV-18 (Aviles• 1Íl89). 

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS PAPrLOMAVrRUS 

Los papilomavi~us son un grupo de virus de ONA bicatenario 

pequenos, pertenecientes a la familia Papovaviridae, al igual que 

polioma y SV40. 

Las part1culas virales contienen sólo DNA y prote1nas, y el 

genoma se encuentra compactado con histonas, formando nucleosomas 

y encapsidado en vlrioncs icosahédrlcos con 72 caps6meros 

(Matthews, 1982). 

Todos los HPVs exhiben una organización gen6mica similar, 

consistente en por io menos 10 secuencias potencialmente coditi­

cantes o marcos de lectura abiertos (ORFs), todas sobre la misma 

cadena de DNA. Esto es consistente con la . observaci6n de que todos 

los transcritos virales de RNA mensajero que han sido detectados, 

están codificados por esta cadena (Antmann y Sauer, 1982; Engel et 

al, 1983, Nassori et al, 1982); la otra cadena contiene unicamente 

ORFs pequonos no conservados, y se creo quo no es codificante. 

El papilomavirus humano tipo 18 (HPV-18) es uno de loa tipos 

virales asociados a cáncer genital (neoplasias del cérvix). s u 

genoma de DNA de doble cadena ea circular, y está formado por 7857 

pares de bases (Colo y Danos, 1987). Loa ORFs corresponden a 7 

regiones de expresión temprana (El-E7) y 2 regiones de expresión 

tard1a (Ll-L2), cada uno de los cuales realiza funciones 

15 



Fig. 4. Mapa gen6tico del papilomavirus humano tipo 18 (HPV-
18). El genoma de DNA es circular, de doble cadena y posee 7857 pb. 
Existen 7 regiones de expresión temprana (E) y dos de expresión 
tard!a (L). La ubicación de las flechas hacia el exterior indica el 
marco de lectura abierto al que corresponde cada transcrito. Entre 
el rinal de la región tardía y el inicio de la región temprana se 
encuentra la región larga de control (LCR), la cual contiene los 
elementos regulatorios de la transcripción temprana y el origen de 
la replicación. se indican los sitios de poliadenilaci6n (pA). En 
el anillo externo se indican las funciones realizadas por 1as 
distintas regiones del genoma. Adaptºado de: Bravo, 1990. 



especificas dentro del ciclo de vida de estos virus (seodorf Y 

cols., 1985) (ver Fig. 4) 

La persistencia de transcritos virales espec!ficos en la 

mayor!a de las células transformadas sugiere fuertemente que sus 

prote!nas correspondientes juegan un papel en el desarrollo o 

mantenimiento del estado transformado. Estudios tempranos que se 

realizaron para identificar o asignar funciones a las prote!naá 

virales fueron obstaculizados por los bajos niveles de RNA 

mensajero y de proteína en las células transformadas. Más 

recientemente, las funciones de la mayor!a de los genes virales ha 

sido dilucidada, principalmente por experimentos en los cuales el 

gen de interés es deletado, mutado, o expresado desde promotores 

heter6logos en la ausencia de otros genes, para determinar sus 

efectos sobre la tranformaci6n y replicación virales (Souza et al, 

1989). 

As1, se ha determinado que el gen El parece codificar para una 

proteína que regula la replicación extracromosomal del virus (Giri 

y Dan6s, 1986), mientras que el producto de E2 es un factor 

transregulador, el cual modula positiva o negativamente la 

exprcaión del genoma viral a partir de promotores tempranos en la 

región larga de control (LCR); en vista de que la expresión de los 

genes transformantes está regulada por E2, se dice que ésta 

prote!na tiene un papel indirecto en la transformación. 

E2 se une al DNA reconociendo cspec1f icamcntc la secuencia 

palindr6mica ACCG-NNNN-CGGT; dicha secuencia se encuentra repetida 

varias veces en la LCR de todos los HPV secuenciados hasta ahora 
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(Dartmann, et -a1·, 1987). Varios trabajos han mostrado que esta 

prote.f.na activa fuertemente la· transcripciOn de las LCR de diversos 

HPVs (Phelps, 1987; Hirochika, 1988; Guido et al, 1992). 

Contrastando con éstas observaciones, se encontr6 que el promotor 

qenuino de E6 en el HPV18 es fuertemente reprimido por la prote.f.na 

E2 en células SW13 (Thierry, 1987a; Thierry, 1987b) o en 

queratinocitos humanos (Bernard, 1989). Trabajos recientes han 

demostrado que E2 reprime la transcripción cuando el sitio de unión 

a E2 en la LCR se encuentra a menos de 70 pares de bases del sitio 

CAP, como ocurre en los HPVs 6,11,16,18 y 33, asociados a lesiones 

de los genitales (Guido et al, 1992). 

La función de las prote1na EJ en HPV se desconoce; la función 

de E4 aún tiene que ser establecida, pero·se ha sugerido que quizá 

juegue Un papel en la n1drluraci6n del virus, tratándose posiblemente 

de una prote1na estructural o de transporte (Doorbar et al, 1986). 

En cambio, se ha encontrado que la protc1na E5 del HPV-6 es capaz 

de transformar c~lulas JTJ, provenientes de fibroblastoa de ratón, 

aunque no as1 células c127, derivadas de epitelios de ratón (Chen 

y Mounta, 1990); su homólogo en el BVP (papilomavirua bovino), en 

cambio, si es capaz de transformar células epiteliales, aparente­

mente mediante la activación de receptores de factores de 

crecimiento (Hartin et al, 1989). 

Los productos de E6 y E7 han sido implicados en la inducción 

y el mantenimiento del estado inmortalizado en células que 

contienen secuencias de HPV. Contrariamente a lo que sucede con los 

genos El y E2, E6 y E7 permanecen intactos durante la integración 
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del DNA viral al genoma celular; dichos genes se expresan 

selectivnmente en tumores genitales y lineas celulares derivadas de 

tumores humanos (Schwarz et al, 1985). Además, se ha demostrado que 

la expresión de E6 y E7 es esencial para la proliferación in vitro 

de células provenientes de carcinomas cervicales (ven Knebel, 1988) 

y que E6 y E7 son capaces de inmortalizar células humanas primarias 

(Barbosa et al, 1989; Mungcr et al, 1989a). 

Un mecanismo que se ha sugerido como plausible para explicar 

la interferencia de los genes virales con la proliforaci6n celular 

normal, es la formación de complejos proteicos entre E7 y el 

producto del gen retinoblastoma, y E6 con p53. Retinoblastoma y p53 

son genes supresores de tumores, encargados del control de la 

proliferación celular normal (Dyson et al, 1989; Werness et al, 

1990; Munger et al, 19B9b); E6 y E7 dcsrregularian este control. 

Recientemente, so ha encontrado un análogo celular de E6, por lo 

que se ha postulado que E6 podr1a estar substituyendo el funcio­

namiento adecuado de la proteína celular, promoviendo as1 el 

desrregulamiento del crecimiento o diferenciación celular (Roggen­

buck et al,1991). 

Las células HcLa, una linea celular derivada de un c6.ncer 

cervical, contienen DNA del HPV-18 integrado, y estas secuencias 

non transcritas activamente en ellas (Schwarz et al, 1985)~ 

L1 y L2 son genes que codifican para las proteinas que 

componen la cápside del virus, y sOlo se expresan en tejidos 

infectados que producen virus (Lazo, 1988; Baker et al, 1988). 

El genoma contiene un segmento de DNA no codificante, conocido 
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· cOmo región larga de control (LCR) , que mide aproximadamente 1 Kb 

en los HPVs genitales (en cutáneos es más pequeno, midiendo 400 

pb). Aqu! se ha identificado el origen de la replicación viral, as! 

como secuencias estimuladoras y represoras de la transcripción 

viral; éstas Oltimas interactúan con factores transactivadores 

tanto celulares como virales (Garc1a-carrancá et al, 1988). 

Funcionalmente, sa puede dividir a la LCR en tres regiones. La 

región distal (relativ~ al gen de E6) es responsable del 25% de la 

actividad transcripcional del promotor de E6, y un trabajo 

realizado anteriormente detectó, mediante ensayos de 11 footprint 11 , 

4 sitios de unión de factores celulares (I-IV), además de un sitio 

sencillo de unión a E2, en extractos nucleares de diferentes 

células. La región central contiene un enhancer constitutivo que se 

activa en células de origen epitelial, y posee por lo menos dos 

sitios do uni6n a factores celulares (V-VI) (Garc1a-carrancá et al, 

1988); otros trabajos han identificado alqunos sitios más, 

reconocidos por el factor ubicuo NF-1. 

Finalmente, la región proximal contiene otros dos sitios de 

uniOn a factores celulares (VII-VIII) y un doble sitio de uni6n de 

E2 (Garc!a-carrancá et al, 1988), y funciona como represor de 

transcripciOn en presencia de E2 (Thierry et al, 1987a). 

Puesto que el enhancer constitutivo do la LCR tiene actividad 

epitelio-especifica, y funciona al1n en ausencia de prote!nas 

virales (swift et al, 1987), se sugirió que las dos huellas que se 

encontraron protegiéndolo eran producidas por factores celulares, 

posiblemente involucrados en la ospec!ticidad del HPV. De éstas, la 
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huella V cubre una secuencia 5'-TGACTAA-J', idéntica a una que se 

sabe es capaz de ser reconocida por el ta~tor de transcripci6n AP-

1, el cual es ubicuo, excepto en células F9 de teratocarcinoma 

embrionario (Kryske, Piette y Yaniv, 1987). La huella VI cubre una 

secuencia similar (5 1 -TGCATAA-3') a la reconocida por AP-1. La 

posibilidad de que la huella VI fuese producto ya sea de AP-1 o de 

alg\1n otro factor de transcripción, tejido-especifico o no, nos 

llevó a explorar la naturaleza de 6ste factor. 

Caracterizar los factores que interactüan con la LCR de los 

papilomavirus es un paso importante para comprender la requlación 

de los genes de los mismos. Además, aportará información que 

ayudar& a comprender mejor la regulación de aquellos genes que 

posean promotores con secuencias reconocidas por los factores de 

transcripción celulares as1 caracterizados, y podría ayudar a 

esclarecer como se determina la especificidad tisular a nivel 

transcripcional. 

Con el fin de caracterizar la interacción de prote1nas 

reguladoras con un sitio especifico dentro de la LCR, correspon­

diente a los nuclc6tidos 7639-7652 (cole y Oan6s, 1987) dol DNA del 

papilornavirus humano tipo 18, y cubiertos por la huella VI (Garc1a­

carrancá et al, 1980), se realizaron ensayos de retardamiento en 

gel. Para realizar esta tócnica, se obtuvieron extractos nucleares 

de células HoLa y de hepatocitos de rata, los cuales se incubaron 

con diferentes sondas radioactivas de DNA, para después depositar 

las mezclas en geles nativos do poliacrilamida a baja fuerza 

i6nica, y somoterlas a electroforesis. Los resultados ea 
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visualizaron en placas de autoradiograf 1a, en donde los complejos 

de DNA-prote!na se detectaron debido al decremento de su movilidad 

electroforética, en relación al corrimiento del DNA libre de 

factores (ver Fig. 5). 
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Fig. 5. Métodos do estudio do factores de transcripción. A la 
regi6n del DNA estudiada (a) se le marca radioactivamente en un 
extremo, y se le agrega un extracto nuclear(b); el complejo DNA­
prote1nas formado (e) se digiere enzimáticamente con DNAsa, y las 
protc1nas son detectadas como "huellas" en un footprint (d). So 
puede fabricar un oligonucle6tido de la secuencia cubierta por la 
huella (e), marcarse, agregarse a otro extracto nuclear (f), y 
correrse en un gel de retardamiento; un complejo DNA-prote1na se 
verA aqu1 como una banda retrasada con respecto a la que forma el 
DNA libre (g). Si se metila el mismo oligonuclcótido (h) y se 
agrega el mismo extracto (i), las bandas retardadas y libres en un 
gel de retardamiento podrán ser cortadas (j), y el DNA modificado 
qu1micamente; en un gel de secuencia, las bandas que representan 
puntos de contacto DNA-prote1nas desaparecerán en el carril 
correspondiente a la banda retardada (k). 



OBJETIVO 

caracterizar el factor de transcripci6n de células epiteliale~ 

que interactüa con la regi6n comprendida entre los nucle6tidos 7639 

y 7652, en la región larga de control- (LCR) del papilomavirus 

humano tipo 18 (HPV-18). 



MATERIAL Y METODOS 

ENSAYOS DE RETARDAMIENTO EN GEL 

La e1ectroforesis de complejos DNA-prote1nas en gel conocida 

como ensayo de retardamiento se basa en la observación de que los 

complejos espec1ficos migran a través de geles de poliacrilamida de 

baja fuerza i6nica más lentamente que los fragmentos libres de DNA 

que no han formado complejo; es decir, los primeros migran retarda­

dos con respecto a los últimos (Garncr y Revzin, 1981). Esto 

permite caracterizar la actividad de reconocimiento de factores 

proteicos por secuencias funcionales especificas de DNA lineal, los 

cuales pueden estar involucrados en mecanismos de regulación de 

transcripción o de replicación. 

Las reacciones fueron realizadas en volúmenes de 20-25 ul en 

presencia de Hopes 10 mM, pH 7.9; KCl 30 mM; glicerol 10\ (V/V), 

DTT 1 mM, PMSF l mM, 1 a 2 ug poli dI-dC como DNA acarreador, 

cloruro de magnesio 4 mM y cspermidina 4mM. 

La mezcla se incubó con extractos nucleares en cantidades 

variables duraiito 10 minutos en hielo; posteriormente, se aftadieron 

1 a 2 ng de oligonucleótidos de doble cadena marcados radioactiva­

mente con 32-P, y se incubaron nuevamente durante 10 minutos en 

hielo; terminada la incubación, la mezcla se depositó en un gel 

nativo de poliacrilamida al 6% (acrilamida-bisacrilamida 30:0.75, 

desionizada con resina de intercambio iónico Amberlita HB-11), 
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conteniendo TBE o. sx (Tris-Boratos-EOTA: 44. 5 mH Tris, 44. s mM ácido 

bórico, 1 mH EDTA); las mezclas se colocaron en los pozos del gel 

anadiendo colorantes indicadores de corrida en los carriles sin 

extracto (azul de bromofenol 0.02\:; xilencianol 0.02%; glicerol 

50\) la mezcla se somcti6 a electroforesis a 150 volts, durante 

1:30 a 2:30 hrs dependiendo del tamano de la sonda. Al concluir la 

corrida, los geles se fijaron en 10% ácido acético/ 1o:t metanol por 

15-20 min, se transfirieron a papel Whatman 3MM y se secaron por 

60-90 minutos. Finalmonte,los geles fueron expuestos en pel1cula 

Kodak x-omat. 

AISLAMIENTO DE NUCLEOS DE HIGADO DE RATA 

Los h1gados (peso aproximado 8-12 g) de 3-9 ratas macho, (cepa 

Sprague-oawley, de 180-200 g) fueron disectados y lavados con 

buffer salino de fosfatos (NaCl 137 mM, KCl 5 mM, Na2HP04 B mM, 

KH2P04 1.4 mM). se eliminó tejido no hepático y se cortaron los 

hígados en trozos pequenos, agregándose sacarosa modificada 

(sacarosa 2. 3 M, EDTA 1 mM y Hepes 10 mM) en una relación 

peso:volumcn de 1:5. Esta mezcla se homogeneizó utilizando un 

pistilo de tefl6n impulsado con motor. El homogeneizado se filtro 

a través do 4 capas de gaza estéril y se colocó sobre un colchón de 

5 ml de sacarosa modificada en tubos de polial6mero de 50 ml para 

rotor de ultracentr1fuga Beckman SW 28. Se centrifu96 por 60 

minutos a 25 ooo rpm (82 705 g) a 2 •c. Se aspiro el sobrenadante 

utilizando una trampa de vac1o, eliminándose las 3 capas superiores 
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al botón de- nücleos; LQS._ tübo~, Be -deja-~~;. e:dc~r·f·i~ -~_nver·tici-os ~Y 'se 

sec6 su int9rl0r · i;¿j~: ~~~ª <~-~~~~Í1-.~,-~~:o·: . .:;:~·-::~:~~'~¡~~ ·~e:~~e~{iz·6 :~n . 
una cámar_a -~~~-~~- ~\4 '•:C ~·s¡~e9~i~{·:; ·1~'.~~->_-~_:<.-; 

AISIAMrE:;() ~:,~~~Eos' DE LINEA CELUU\R HeLa . ; ::~ '..:,. '[;~ : 
\ -":: .- ' ; ·:: .... _-:: ~ : ' ; • .. : • . '"_¡~· ' -; : " - ' 

, - -._,: ' ._: 

-_L~s "~ti~~;;.~S :fueron aislados piJr el métod¡,- ~~L--d~teÍ:gente· a 

pa~tir- de ,_cultivos celulares de HeLa en Confluencia.- ~as ·_células 

fueron lavadas con 4 volúmenes de HNB (0.5 M sacarosa, 60 mM KCl, 

0.15 mM Tris pH 7.5 15 mM, 0.15 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM 

espermidina, o. 15 mM espermina, o. 5 mM DTT, o. 5 mM PMSF) . Se 

centrifugó en centrifuga cl1nica por 5 minutos a 2000 rpm a 4 e; el 

sobrenadante se decantó y se añadió HNB + 1% NP40 al botón de 

células, para lisarlas; inmediatamente despu6s de 5 agitaciones 

vigorosas, se agregó otro volumen de HNB, para después centrifugar 

nuevamente en la centrifuga cl1nica por 10 minutos a 2 500 rpm a 4 

C; finalmente, se decantó el sobrcnadante, y se dejó escurrir a los 

tubos invertióndolos para después secar su interior con gaza 

estéril (Cereghini, 1986) • 

PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES 

A partir de los n~cleos aislados como se menciona arriba, los 

extractos fueron preparados de la siguiente manera: los botones 

nucleares fueron resuspendidos en buffer e (Hepes 20 mM pH 7.9, 

glicerol 25t, NaCl 420 mM, MgC12 1.3 mM, EDTA 0.2 mM, OTT 0.5 mH, 
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PMSF 0.5 mM). La suspensión fué puesta en agitación suave a 4 e 

durante 45 minutos; a continuaciOn, se centrifugó por 30 minutos a 

16 000 rpm (23 941 g) a 4 ºC en rotor Beckman SW 50.1; se desecha­

ron los botones resultantes, compuestos por cromatina, y se rescató 

el sobrenadante, al cual se adicionaron l.. 6 voló.menes de una 

solución que conten~a (NH4)2S04 3.BM y Hepes 20 mM pH 7.9, con el 

fin de precipitar las prote1nas solubles. Esta mezcla fue agitada 

suavemente durante 30 minutos a 4 ºC y centrifugada durante 20 

minutos a 35 000 rpm (154 693 g) a 4 °C, en rotor Beckman SW 40. 

El botón de prote1nas resultante se resuspendi6 en 500 ul 

buffer de diálisis (Hepcs 20 mM pH 7. 9, KCl 60 mM, glicerol 20%, 

DTT 1 mM, PMSF l. mM, EDTA o. 2 mM), conteniendo inhibidores de 

protcasaa (5 ug/ml de extracto de cada uno de los siguientes: 

pepstatina A, leupeptina, antipa1na, quimostatina, aprotininn; y 

benzamida 2mM). La suspensión se dializó durante 90 minutos a 4 e 

contra 1000 volúmenes del mismo buffer de di4lisis, conteniendo 

ésto únicamente benzamida 2 m.M y PMSF 1 mM como inhibidores de 

proteasas (Shapiro et al, 1988). 

Los extractos fueron repartidos en al1cuotas de 10-20 ul, 

congelados en nitrógeno liquido y almacenados a -70 ºC; la 

concentración de proteínas fu6 dotorminada mediante la técnica 

descrita por Bradford (1976), usando 1 mg/ml albdmina aérica bovina 

como estándard. 
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CULTIVOS. CELULARES 

T<?dá.s- i"as célu18s se crecieron.en ~edio_ ~agle· modifiCado por 

Dulbecco (DMEM); ·suplementado con 7\ de suero ,fetal· de -_ternera, en 

atm6Sfera h1lmedá -con 5% de co2, ·a '.37'.-'.0 c:'"' 

El marcaje radioactivo de -los ol-Ígonuci~6·t:i~~~ utilizados en 

los ensayos se realizó de dos maneras· distintas: la primera, 

utilizando 32-P dNTP alfa (Amersham, U.K.) se realizó empleando el 

fragmento Klenow de la enzima DNA polimerasa I de E. coli, la cual 

incorpora nucle6tldos marcados en los extremos J' del ONA lineal de 

doble cadena, con extremos 5' salientes; esta técnica se utilizó 

ünicamente cuando el oligonucleótido en cuestión posc!a un 

nucleótido complementario al 32-P dNTP utilizado, en la primera o 

segunda posiciones del extremo monocatenario saliente, con respecto 

a la zona de doble cadena. En este caso, la reacción se llevó a 

cabo agregando 100 ng de DNA de doble cadena, 0.166 mM de tres dNTP 

no marcados (exceptuando el que se incorpora marcado), 1.5 ul de 

buffer Klenow 10 X (Tris 0.5 M pH 7.2, MgS04 0.1 M, D'l'T lmM, y 500 

ug/ml de albtimina sérica bovina), 5 unidadeo/ug de DHA da enzima 

Klenow, y 60 uci de 32-P dNTP alfa (dATP 6 dCTP, dependiendo de la 

secuencia del extremo 5' terminal); la mezcla de reacción se llevó 

a un volumen final de 15 ul con agua bidestilada estéril y se daj6 

incubar por 45 minutos a temperatura ambiente. 
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La otra manera en la que se llev6 a cabo el marcaje, fué 

mediante la utilización de 32 .. p ATP gama (:I.C.H.); en este caso, se 

utilizó la enzima cinasa, la cual incorpora el fosfato gamma 

radioactivo que lleva el J2-P ATP al OH- de la posición 5 en el 

nucle6tido terminal del oligonucleótido a marcar. La reacción se 

realizó utilizando 100 ng de DNA de doble cadena, 1.5 de buffer de 

cinasa (NaCl 500 tnM, Tris 500 mM pH a.o, HgC12 100 mM), 

unidades/ug de DNA de enzima cinasa y 100 uci de 32-P ATP gama; la 

mezcla se llevó a un volumen final de reacción de 15 ul con agua 

bidestilada estéril, y se incubó por 60 minutos a 37 C. 

En ambos casos, una vez realizado el marcaje se procedió a 

separar el DNA marcado de los nucle6tidos no incorporados al 

oligonuclcótido y de la enzima. Para realizar esto, se agregaron a 

la mezcla 100 ul de TE + 50 ul de fenal saturado + 50 ul de 

solución cloroformo: alcohol isoamilico 24: 1 y se centrifugó 

durante 5 minutos a 14 ooo rpm a temperatura ambiente. Después de 

agitar vigorosamente so tomó la fase acuosa resultante y se agregó 

un volumen de CHJCOONH4 4 M; al nuevo volumen resultante se 

anadieron 2. 5 volúmenes más de etanol absoluto y se centrifugó a 14 

000 rpm durante 60 minutos a 4 c. So decantó el aobrenadante, y la 

pastilla so lav6 con 80\ etanol; a continuación, so dejó secar por 

10 minutos y se resuspendió con TE lX de manera que la actividad 

resultante quedase entre 50-100 cpm/ng da DNA (Ceroghinl, 1988). 
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OLIGONUCLEOTIOOS UTILIZADOS EN LOS ENSAYOS 

como sonda marcada radioactivamente se utilizó un olig~nuc­

le6tido que contenta la secuencia correspondiente a los nucle6tidoS 

7639-7652 del LCR del HPV-18. Como competidores fr1os se utiliza'ron 

oligonucle6tidos con otras secuencias del LCR del HPV-18 (E2+K~ 

E2+AP-1) y de otros genomas virales (HSV-1-UPE, SV40-0CT), 

reconocidas por factores de transcripción conocidos (ver Tabla 1.)-

VI 5'-GCTACAACAATTGCTTGCATAACTATATCC-3 1 

3 1-TGTTGTTAACGAACGTATTGATATAGGTGA-5 1 

E2 + K 5 1 -CTAGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTTGGCTTATGT-3 1 

3 1 -ACGTTGGCTAMGCCAACGGAMCCGAATACAGATC-5 1 

E2+AP1 5 1 -CTAGTGACCGAAAACGGTCGGCGCTGACTCAGATT-J' 
3'-ACTGGCTTTI'GCCAGCCGCGACTGAGTCTAAGATC-5 1 

UPE 5 1 -TAGGCGACGTGACCGGGTGTTCCTGCA-3 1 

3 1 -ACGTATCCGCTGCACTGGCCCACAAGG-5' 

SV40-0CT 5 1 -GCATGCTTTGCATACTTC-3 1 

3 1 -CGTACGAAACGTATGAAG-5' 

Tabla 1. Oligonucleótldos de doble cadena utilizados en los 
experimentos de retardamiento y competncia en geles nativos de 
poliacrilamida. Algunos contienen fraqmentoa cortos de ONA del LCR 
de HPV-18 (VI, E2+K, E2+AP-l) (Cole y Oan6s, 1987); otros, 
secuencias de otras reglones virales (Ad MLP-UPE, SV40-0CT) (Ondek, 
1988). 
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RESULTADOS 

Para caracterizar al factor "VI", se construy6 un oligonucle6-

tido que contiene 30 pares de bases del LCR del HPV-18 (nucle6tidos 

7631-7661 de la secuencia descrita por Cole y Danos, 1987), y que 

contiene la secuenc~a protegida por la huella VI. Este oligonu­

cle6tido fué usado en ensayos de retardamiento en gel para 

determinar la especificidad de la interacción y contribuir a 

determinar la naturaleza del factor que produce la huella. 

Inicialmente, al desconocerse por completo la naturaleza del 

factor 11 VI", se decidió trabajar utilizando extractos nucleares de 

células HeLa, puesto que éstas derivan de un carcinoma cervical a 

cuyo origen est~ asociado el HPV-19, y de h1gado de rata, debido a 

la accesibilidad y abundancia de éste material, ütil en caso de 

determinarse que se trataba de un factor no caracterizado y se 

decidiese, por lo tanto, proceder a su purificación. Por lo tanto, 

el primer paso fu6 determinar la existencia, en extractos de nO.cleo 

do h1gado de rata y células HcLa, de un factor capaz de reconocer 

a este oligonucle6tido. 

Como se observa en la figura 6 1 los extractos de nO.cleos do 

h1gado de rata y de células HeLa forman ambos un complejo 

nuclcoproteico de migración idéntica (Cl) al incubarse con el 

oligonucle6tido VI marcado. Esto habla no solo de la presencia, 

tanto en h1gado de rata como en Her.a, de un factor celular con 

capacidad de reconocer la secuencia del oligonucle6tido, sino de 

que muy posiblemente se trata del mismo factor, ya que la movilidad 
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electrotorética del complejo DNA-prote1na estA determinada por 

caracter1sticas de la proteI.na, y movilidades electroforéticas 

id6nticas podrían indicar prote!nas idénticas. En el caso de los 

extractos de HeLa, se puede observar la formación de una segunda 

banda de mayor migración (C2), que no se encuentra en h1gado, y 

cuya explicación se.dará más adelante. 

A continuación, se trató de dotorminai: la especificidad de los 

complejos retardados mediante ensayos de competencia. El 

oligonucle6tido VI marcado se incubó con 10 ug de extracto de 

nOcleos de h1gado de rata en presencia de cantidades crecientes de 

oligonuclc6tidos hom6logos o heter6logos no marcados radioac­

tivamente (fr!os). Estos Oltimos conten1an secuencias reconocidas 

por factores de transcripción ya conocidos (AP-1, K, UPE; ver 

Material y Métodos). En la figura 7 se observa el resultado de éste 

experimento: la formación del complejo Cl fué inhibida parcialmente 

por el oligonuclcótido homólogo empleando bajas concentraciones (10 

ng) de competidor fr1o, y totalmente inhibida al emplear 

concentraciones más altas (50 ng) del mismo competidor. En cambio, 

los oligonucleótidos heter6loqos no inhibieron la formación del 

complejo ni aan a altas concentraciones (50 ng) de los mismos. Este 

resultado suger!a que el complejo Cl resultaba da la interacción 

especifica de un factor nuclear y el DNA. 

Un experimento posterior determino que el tactor VI pod.r!a ser 

un factor conocido o, por lo menos, un tactor perteneciente a una 

familia de factores conocidos. En condiciones similares a las del 

experimento anterior, pero ahora utilizando un oligonucloOtido 
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Fig. 6. Presencia de un factor nuclear que reconoce al. 
oligonucle6tido VI en extractos nucleares de higado de rata y 
células Her.a. Todos los carriles tienen 1 ng de oligonucle6tido VI 
marcado; carril 1: oligonucle6tido VI en ausencia de prote1na; 
carriles 2-4: + 4,B y 16 ug de extracto nuclear de HeLa, respec­
tivamente; carriles 5-7: + 4, B y 16 ug de extracto nuclear de 
h1gado de rata, respectivamente. Cl, complejo DNA-proteina 
especifico; Cll, complejo ONA-proteina inespec1f ico; L, oligonu­
cle6tido VI libre. 

Fig. 7. Unión especifica de un factor nuclear presente en 
h1gado de rata con el oligonuclc6tido VI. Todos los carriles tienen 
1 ng de oligonuclc6tido VI marcado. Carril 1, oligonuclc6tido VI en 
ausencia de proteina; carriles 2-9, oligonucle6tido VI + 10 ug 
extracto nuclear de higado de rata; J-4: + 10-50 ng oligonucle6tido 
VI fr1o; 5-6: + 10-50 ng oligonuclc6tido E2 + AP-1 frie; 7-8: + 10-
50 ng oligonucle6tido E2 + K frie; 9: + 50 ng UPE. Cl, complejo 
especifico; Cl complejo inespec1fico; L, _DNA libre. 
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heterOlogo tr1o que contiene una secuencia reconocida por la 

familia de factores de transcripción que se unen a secuencias 

octam6ricas (Oct), se observó una inhibición total del complejo 

nucleoproteico Cl, aOn a bajas concentraciones (10 ng) del 

oligonucloótido frie. Esta inhibición es superior incluso a la que 

ae encuentra utili7-ando el oligonucleótido homólogo, por lo que se 

determinó que el factor estudiado se trataba de una prote1na con 

afinidad por secuencias octam6ricas (5 1 -ATTTGCAT-3 1 ) (Figura 8) .. 

Una vez determinado que el f'actor era una prote1na de tipo 

Oct, se procedió a determinar si el complejo nucleoproteico que se 

observaba en HeLa era el mismo, debido a que en HeLa se habla 

reportado la existencia del factor de transcripción ubicuo oct-1. 

Oc ésta manera, de encontrar el mismo patrón de competencias en 

HeLa que en hlgado do rata, se entreverla la posibilidad de que el 

factor Oct-1 estuviese interviniendo en los complejos nucloopro­

teicos. 

como so mencionaba arriba, al realizar ensayos de retardo on 

HcLa se obtenlan dos complejos DNA-protelna con migración 

electroforética distinta. Se decidió investigar la especificidad de 

ambos complejos, mediante ensayos do compotencia. Un ensayo previo, 

sin embargo, pareció indicar que el complejo C2 era inespeclfico; 

en la figura 9 se observa que, al cambiar el orden de interacción 

usual, do: acarreador inespccl.i::1co-extracto nuclear-oliqonuclo6tido 

marcado, por el de: acarreador inespec1fico-oligonucleótido 

marcado-extracto nuclear, se obtiene un claro cambio en la 

intensidad del complejo C2; esto se debe a que, en el primer caso, 
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Fig. e. Interacción espec1f ica de una secuencia octamér ica con 
el factor celular VI. Todos los carriles tienen 1 ng de 
oligonucle6tido VI marcado. carril 1, oligonucleótido VI en 
ausencia de proteina; carriles 2-8, oligonucleótido VI + 10 ug 
extracto nuclear do h1gado da rata; 3-4: + 10-50 ng oligonuclcótldo 
VI fr1o; 5-6: + 10-50 ng oligonucleótido E2 + AP-1 frlo; 7-B: + 10-
50 ng oligonucle6tido SV40-oct fr1o. Cl, complejo especifico; L, 
DNA libre. 

Fig. 9. Efecto del acarreador incspec1fico sobre los complejos 
DNA-proteina en HeLa e hígado de rata. Todos los carriles tienen 1 
ng de oligonucle6tido VI marcado. Carriles 1,6: oligonucle6tido VI 
en ausencia do proto!na; carriles 2-5, mezcla de acarreador 
inespec1fico y extracto antes del oligonucleótido VI¡ carriles 7-
10, mezcla de acarreador inespec!fico y oligonucle6tido VI antes 
del extracto; 2-3 y 7-8: + 4-8 ug extracto nuclear HcLa; 4-5 y 9-
10: + 4-B ug extracto nuclear de h!gado de rata. Cl, complejo 
especifico; Cll, complejo inespec!fico; L, DNA libre. 
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el extracto tiene que interactuar con el acarreador antes de poder 

interactuar con el oli9onucle6tido marcado, y las prote1nas con 

afinidades poco especificas tienden a unirse al acarreador, 

eliminando la posibilidad de que interactQen de manera inespec1fica 

con el oligonucle6tido marcado; en el sequndo caso, el extracto 

interactOa con el acarreador y el oli9onucle6tido marcado al mismo 

tiempo, permitiendo que factores con baja o ninguna especificidad 

se unan a los oligonucleótidos. complejos espec1ficos, sin embargo, 

no se ven afectados por el cambio de orden en las interacciones, y 

6ste es el caso del complejo Cl, como se observa en la misma 

figura. 

A continuación, se realizaron ensayos de competencia con 

oligonuclcótidos homólogos y heterólogos. En este caso, se utilizó 

una cantidad de extracto nuclear de células HeLa menor a la 

utilizada con anterioridad (0.5 ug), en presencia del oligonu­

cle6tido VI marcado 1 da manera que sólo so observa la banda 

correspondiente al complejo c2 (figura 10). como se observa, existe 

una inhibición parcial de la formación del complejo al utilizar 

bajas concentraciones (10 ng) do cualquier oligonucleótido 

competidor, tanto homólogo como heter6logo, y la inhibición es 

total a concentraciones altas (50 ng) de todos los oligonu­

cle6tidos. De ésta manera, se observa que el complejo nucleopro­

teico C2 en HeLa os lncspoc1fico. 

Finalmente, se incubaron 10 ug de extracto nuclear de HeLa en 

presencia del oligonucle6tido VI marcado, en presencia de 

cantidades crecientes de oligonucleótidos homólogos y héterólogos 
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en exceso. como se observa en la fiqura 11, a concentraciones altas 

(50 ng) de competidor fr1o, tanto el ollgonucleótido homólogo como 

el heterólogo que contiene la secuencia octamérica inhiben 

totalmente la formación del complejo nucleoproteico Cl; a bajas 

concentraciones (10 ng), el ollgonucle6tido hom6logo inhibe 

parcialmente; el oligonucle6tldo con secuencia octamérica inhibe 

totalmente la formación del complejo. NingOn otro oligonucleótido 

heterólogo utilizado inhibe la formación del complejo Cl, por lo 

que el complejo Cl parece formarse por la interacción entre el 

oligonucleótldo VI y una prote1na de tipo Oct. 
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Fig. 10. Interacción inespec1fica del complejo 2. Todos los 
carriles tienen 1 ng del oligonucle6tido VI marcado radioactiva­
mente + o.s ug extracto nuclear de linea ·celular He:La. Carriles 2 
y 6: + 10 y 50 ng oligonucle6tido VI fr1o; carriles 3 y 7: + 10 y 
50 ng oligonucle6tido E2 + AP-1 frie; carriles 4 y e: + 10 y 50 ng 
oligonucle6tido SV40-oct fr1o; carriles 5 y 9: + 10 y so ng 
oligonucle6tido E2 + K frio. Cll, complejo inespec1fico; L, DNA 
libre. 

Fig. 11. Interacción especifica del complejo l. Todos los 
carriles tienen 1 ng del oligonucle6tido VI marcado radioactiva­
mente. Carril 2: + 10 ug extracto nuclear de linea celular HeLa; 
carriles 3-4: igual que 2 + 10-50 ng oligonucle6tido VI fria; 
carriles 5-6: igual que 2 + 10-50 ng oiigonucle6tido E2 + AP-1 
trio; carriles 7-8: iqual que 2 + 10-50 ng oligonucle6tido SV40-oct 
frio; carriles 9-10: igual que 2 + 10-so ng oligonuclc6tido E2 + K 
fr1o. Cl, complejo especifico; L, DNA libre. 
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OISCUSION 

En este trabajo se mostró que un factor proteico de origen 

celular de tipo Oct, es decir, con capacidad de reconocer una 

secuencia octamérica consenso 5'-J\TTTGCAT-3 1 , existe en el ndcleo 

de células HeLa y de hepatocitos de rata. Este factor interactda 

con una rogi6n de la LCR del HPV-18, la correspondiente a los 

nucle6tidos 7639-7652 (secuencia publicada por Cole y Dan6s, 1986). 

En ésta región existen dos secuencias con extrema similitud al 

octámero: la secuencia 5 1 -AATTGCTT-3', con 6/8 bases idénticas a 

las de la secuencia octam6rica, y la secuencia 5 1 -TTGCATAA-3', con 

5/8 bases idénticas; ambas secuencias se sobrelapan en dos bases 

(ver tabla 2), y en teor1a, ambas podr1an ser reconocidas por una 

prote1na de tipo Oct. 

Esta sobrelapación do dos secuencias similares a la octam6-

rica, ocurre de manera similar en dirección 3' de la región 

mencionada anteriormente, en la región correspondiente a los 

nucleótidos 7815-7824 (Colo y Danós, 1986). Aqui existo una 

secuencia S'-GGTTGCAT-3', con 6/8 bases idénticas al consenso, as1 

como la secuencia 5 1 -TTGCATAA-3 1 , con 5/8 bases idénticas, y 

exactamente idéntica en su conjunto a una do las secuencias do la 

región antes mencionada. Esta región, al igual que la anterior, se 

encontró protegida por factores celulares en un ensayo de footprint 

realizado con anterioridad (Garc1a-Carranc6 et al, 1988), por lo 

que existe la posibilidad do que se trate de un sequndo sitio de 

reconocimiento para algün factor Oct. Un trabajo reciente encontró 
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VI 

Vlli 

H28-0CT 

sv40:.ocT 5'-GCATG 
3'-CGTAC 

A CTATG-3' 
T GATAC-5' 

ACC-5' 

Tabla 2. Regiones del LCR que quardan aimilitud con 
secuencias octaméricas. VI y VIII corresponden a sitios en el LCR 
del HPV-18 donde se han detectado hucllao; oct-18 es un sitio 
dentro del mismo LCR al cual se uno Oct-1; H2B-oct corresponde a un 
sitio dentro del promotor do la hietona H2B que es reconocido por 
oct-1, y que poseo la secuencia octam6rica consenso. En los 
recuadros estAn los sitios con por lo menos 5/B bases idénticas a 
las del oct6.mero con sonso, 



un tercer ·sitio de interacción oct-DNA sobre las bases 7721-7728 

del LCR del HPV-18; aqu1, existe un sitio s 1 -AATTGCAT-J 1 con 7/8 

bases idénticas al octámero consenso, el cual aparentemente es 

reconocido por oct-1 (Hoppe-Sleyer et al, 1991). 

Los factores de transcripción conocidos como Oct, o bien OBP 

(siglas que significan prote1nas de unión a octámero) cQnstituyen 

una familia de factores cuyo común denominador es la capacidad de 

reconocer y unirse a la secuencia octamérica 5' -ATTTGCAT-3 1 • Estas 

prote1nas poseen una región conservada conocida como dominio POU, 

la cual comparten con la proteína Pit-1, un factor de trancripci6n 

especifico para pituitaria descubierto en rata (Ingraham et al, 

1988), y con el producto del gcn unc-86, involucrado en el desarro­

llo de linajes ncurales en el nemátodo Cltonorabdhitis olegans 

(Finney et al, 1908); por lo mismo, a todas éstas se les conoce 

como prote!nas POU. Las proteínas Oct poseen dominios POU 

extremadamente conservados entre ellas (87\ de similitud), además 

de poseer otras regiones conservadas entre ellas que no comparten 

con Pit-1 y unc-86. 

El dominio POU es un elemento de 150 aminoácidos que, a su 

vez, contiene un sub-elemento de 75 aa denominado caja homc6tica, 

originalmente descrito para un grupo de genes cuyos mutantes 

produc!an serias alteraciones en el desarrollo de Drosophlla sp 

(Ghering, 1987; Scott y carroll, 1987). En las protc1nas codifi­

cadas por estos genes es justamente la caja homeótica, a través de 

estructuras secundarias conocidas como htHice-vuelta-hélice, la 

responsable de la unión entre la proteína que lo posee y secuencias 
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especificas de DNA. Aparentemente, las cajas home6ticas de las 

proteínas POU también son esenciales en su unión al DNA; sin 

embargo, a diferencia de otras prote1nas con cajas home6ticas, las 

prote!nas POU poseen un segundo sub-elemento dentro del dominio POU 

que también parece jugar un papel en la unión DNA-prote1na (ver 

figura 12); la alta conservación de este subdominio sugiere que la 

caja home6tica no es suficiente para que estas prote1nas so unan al 

DNA debido, posiblemente, a que su estructura es distinta a las de 

otras proteinas con cajas home6ticas (Sturm and Herr, 1988). 

La región 5 1 de la secuencia octamérica es idéntica a la 

secuencia que reconocen otras proteínas home6ticas (5 1 -ATTT-3 1 ); 

muy posiblemente, la caja homeótica del elemento POU esté: 

reconociendo esta región de la secuencia. Existen ciertas diferen­

cias entre loa cajas homeóticas de las prote1nas Oct y aquellas 

que torman parte de laa demás prote1nas home6ticas, con las cuales 

las primeras comparten cuando mucho 21 de 60 aa; en cambio, las 

cajas homo6ticas de las proteínas Oct son muy parecidas entre si 

(53 de 60 aa son compartidos por Oct-1 y Oct-2) (Herr, et al, 

1988). Existe evidencia de que las diferentes proteínas homeóticas 

pueden reconocer una variedad de secuencias relacionadas con una 

secuencia de 10 pb rica en AT: 5 1 -TCAA'rl'AAAT-3 1 (Levine y Hoey, 

1988). En todo caso, existen secuencias aledaf\as con un cierto 

grado de conservación que podrían auxiliar a la unión entre el DNA 

y las prote1nas. 

Aparentemente, las proteínas Oct poseen, como las demás 

prote1nas home6ticas, una marcada flexibilidad en su reconocimiento 
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Fig·. ·12. Dominios POU en oct-1 y Oct-2. POU-SP: sub-elemento 
especifico a POU; HOMEO; caja home6tica. En: sturm y Herr, - 1988. 
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Fig. 13. Puntos de contacto sobro el DNA del factor quo tonna 
el complejo Cl en los ensayos de retardamiento con el oligonuc­
le6tido VI. Loa puntos bajo la eecuencia corresponden a lao bases 
que no fueron cortadas por eotar protegidas por el factor; el punto 
atravesado por una linea diagonal representa un contacto parcial; 
la barra corresponde a la huella que se observa on el tootprint. 
C•htlnda retardada (correspondiente al complejo Cl.); f• banda libre; 
a• secuencia del oliganucle6tido. 



a la secuencia determinada como consenso: en este caso, con 

respecto a la secuencia octamérica. Estudios previos han examinado 

la capacidad de unión de una de éstas proteinas, Oct-1, a una serie 

de variantes octaméricas naturales y sintéticas dentro del enhancer 

de SV40 y dentro de los enhancers de los genes tempranos inmediatos 

del herpesvirus (HSV-1). Uno de los dos sitios de interacción de 

Oct-1 con el enhancer del SV40 poseia únicamente 5 bases idénticas 

a las del consenso, y so demostró que la interacción de Oct-1 con 

ese sitio dependia de la integridad de las secuencias aledanas al 

octámero degenerado. Cuando las bases internas eran cambiadas de 

manera que quedasen equivalentes a las del octámero consenso, las 

secuencias aledaf'las podian ser cambiadas sin afectar la interacción 

entre Oct-1 y el sitio (Baumruker et al, 1988) • 

Esta marcada flexibilidad en el reconocimiento de secuencias 

aparentemente se debe a la naturaleza del dominio POU. No sólo es 

flexible la caja homeótica de POU; el segundo subelemento, presente 

sólo en prote1nas POU y presumiblemente responsable del contacto 

entre Oct y la región 3 1 de la secuencia octamérica (5 1 -GCAT-3 1 ) 

también contribuye con una cierta flexibilidad de reconocimiento de 

secuencia. Adcm6s, loa diferentes subelementos de POU se influyen 

mutuamente y modifican el tipo de secuencia que reconocer1a cada 

uno de 1os subelementos en ausencia de los otros (Aurora y Herr, 

1991). En estudios detallados que compararon la especificidad del 

dominio POU de Pit-1 y el de l~ caja home6tica de POU en ausencia 

del resto del dominio, se encontró que la caja home6tica hace 

contacto con bases enteramente distintas a laa que contacta el 
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dominio POU completo (Ingraham et al, 1990); es muy probable que 

esto se aplique igualmente a~ dominio POU de Oct-1. (Fiq. 12). 

As!, la capacidad de una prote!na oct de reconocer secuencias 

octaméricas degeneradas le permitiría, en principio, interactuar 

con sitios de la LCR del HPV que guardan una cierta similitud, 

aunque no identidad, con la secuencia octamérica consenso. De 

hecho, ensayos de interferencia por me~ilaci6n realizados 

paralelamente a este trabajo, han demostrado que existe una 

interacción DNA-prote1na en un sitio aledati.o a la secuencia 

octamérica degenerada (ver figura 13), lo cual puede ser explicado 

de distintas maneras. Una de éstas es que Oct pueda contactar con 

bases aledanas, estabilizando su unión con una socucncia octamérica 

imperfecta. otra posibilidad es que la interacción de Oct con un 

octámero degenerado sea estabilizada por otro factor o factores, 

los cuales a su vez tendr!an especificidad por las secuencias 

aledanae al oct6mero. un ejemplo de lo anterior es el promotor del 

virus tumoral mamario del ratón (MMTV), en donde otro tactor con 

afinidad por secuencias espec1ticas do DNA, el receptor do 

progestcrona, estabiliza o facilita la unión do Oct-1 a secuencias 

octaméricas; en éste caso, las secuencias son idénticas o ca.si 

idénticas (7 /8 bases) al consenso, pero el receptor de progesterona 

promuevo la unión do oct-1 al promotor a concentraciones muy bajas 

de éste Qltbno, con las cuales la unión no ocurr1a cuando el 

promotor se hallaba en presencia sólo de Oct-1 (Bruggemeier et al, 

1991). 

La existencia de mQltiples proteinas Oct que reconocen 
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secuencias idénticas hace dificil definir con exactitud la 

naturaleza de la prote!na responsable de la formación de los 

complejos espec!ficos que se observan en los resultados. Sin 

embargo, de las 5 proteínas Oct caracterizadas hasta ahora, tres 

no han sido halladas aQn en tejidos adultos: Oct-3 fue localizada 

en células de carcinoma embrionario (Okamoto et al, 1990), y Oct-4 

y 5 en células germinales, oocitos no fertilizados y blastocitos de 

ratón (Scheler et al, 1990). Oct-2, ha sido hallada ünicamente en 

linfocitos 8 (Scheidereit et al, 1987), y se piensa que es tejido­

espec!fico, ya que no ha sido encontrada aan en otros tipos 

celulares. La Qnica prote!na oct detectada en células HeLa hasta 

la fecha ha sido Oct-1, la cual ha sido hallada prácticamente en 

todos los tejidos adultos, por lo que se le considera ubJcua; 

consideramos, probable, por lo tanto, que éste sea el factor que 

forma el complejo especifico en nuestros experimentos; sin embargo, 

no descartamos que pueda tratarse de otro miembro aün no caracteri­

zado de la familia Oct. 

El papel que pudiese jugar Oct-1 en la regulación de los genes 

del papilomavirus no está claro. La región del enhancer 

constitutivo de la LCR que reconoce oct ha sido caracterizada como 

responsable del epi tcliotropismo del HPV-18 (Garc!a-Carrancéi et al, 

1988); como no ha sido reportada aO.n la existencia de un factor 

epitelio-especifico que interactüe con ésta región, se ponsO en un 

principio que el factor responsable de la huella VI era tejido­

espec!fico. En caso de ser oct-1 el que produce la huella, su 

ubicuidad pod.r1a tomarse como un arc¡wnento en contra de un papel 
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de~initorio en cuanto a la especificidad tisular del HPV-18. Sin 

embargo, dos posibilidades permitirian involucrar a Oct-1 en éste 

sentido. En primer lugar, Oct-1 podria estar actuando como un 

intermediario o estabilizador entre algOn otro factor tejido­

espec1fico y el LCR, o bien, como intermediario entre 6ste mismo 

factor tej ido-especi~ico y un factor de transcripción general. Este 

tipo de interacción, que implicaria un control combinatorio de la 

transcripción, ha sido. observada en la regulación de los genes 

tempranos inmediatos del hcrpcsvirus; en éste caso, Oct-1 funciona 

cooperativamente con una proteina viral, Vmw65, en la activación de 

la expresión de los genes virales (Goding y O'Hare, 1989). Una 

interacción similar, pero involucrando un factor celular tejido­

cspecifico en lugar de la proteina viral, podr1a postularse para el 

caso del HPV-18. 

Una segunda posibilidad es que la especificidad tisular está 

determinada no por uno o dos factores especializados, sino por 

distintas combinaciones y/o concentraciones de factores ubicuos. 

Por ejemplo, no se ha encontrado algOn factor que interactOe con el 

LCR del HPV-16 que se halle presente en células donde el enhancer 

está activo y que no se encuentre en aquellas células donde el 

mismo enhancer no es activo (Chong et al, 1991). En particular, se 

ha reportado que la concentración diferencial de Oct puede 

determinar la especiticidad o ubicuidad en la función de distintos 

promotores (Kemler et al, 1991). 

La posible participación de oct-1 en el epiteliotropismo de 

los HPV no excluye otro tipo de funciones. As1, se ha encontrado 
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que oct-1 es capaz de activar la transcripci6n de una qran variedad 

de genes que se transcriben de manera ubicua, inc1uyendo a 1a 

histona H2B (Fletcher et al, 1987) y alqunos u snRNA (Mattaj et al, 

1985); también está involucrado en la iniciación de la replicación 

del adenovirus (O'Neill et al, 1988). una vez más, sin embargo, el 

contexto en el que a.e encuentra ayuda a determinar la función que 

realizará: en el caso del JIPV-18 se ha encontrado que Oct-1 podr!a 

estar actuando como re~resor transcripcional (Hoppe-Sleyer et al, 

1991), en vez de activador, como en los casos anteriores, pero sin 

necesidad de unirse al DNA. Esto podr1a explicarse aduciendo un 

secuestro por parte de oct-1 de una protelna activadora, o, 

alternativamente, de una interacción entre oct-1 y una prote1na 

represora que actuaria a través de éste llltimo. cualquiera do estas 

dos alternativas apoyarlan la tesis de que Oct-1 regula 

transcripción mediante interacciones con otros factores; en 

particular, se ha sugerido que Oct-1 podr1a activar la transcrip­

ción de H2B mediante una interacción con el factor de transcripción 

general TFIID (Tanaka y Herr, 1990). 

Una tercera alternativa, sin embargo, es que oct-1 esté compi­

tiendo con algún otro factor activador por sitios sobrelapantes, en 

cuyo caso estaría funcionando como inhibidor competitivo de la 

transcripción. Recientemente, oc ha reportado que Oct-1 estarla 

compitiendo con un nuevo factor epitelio eepec1fico, KRF-1, en el 

LCR del HPV-18, inhibiendo el aumento de actividad del enhancer del 

HPV mediado por éste Qltimo factor (Mack, o. H., y Laimins, L., 

1991). Nosotros no pudimos detectar la presencia de éste factor, 
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pero si se confirma la existencia de KRF-1, el balance existente 

entre éste y Oct-1 podr1a determinar la permanencia de las células 

epiteliales en un estado diferenciado o su transformaci6n mediante 

la activaci6n de los oncogenes virales E6 y E7; un mecanismo más 

general diferenciaciOn-divisi6n involucrando regulación a un nivel 

transcripcional por equilibrio entre diferentes factores que 

compitiesen por sitios similares podr1a, por lo tanto, ser 

postulado. 

Estudios recientes han conectado la regulac i6n transcripcional 

de algunos genes con el ciclo celular, a través justamente do Oct-

1. Se ha encontrado que Oct-1 se puede hallar en distintos estados 

de fosforilaciOn, dependientes de la fase del ciclo en el que se 

encuentra la c6lula; aparentemente, el tipo de residuos de aa en 

los que se fosforile a Oct-1 y el nOmero de sitios fosforilados 

determinan el que Oct sea capaz de unirse al DNA, y de que esté o 

no transcripcionalmente activo una vez que se una al mismo. La 

enzima P34cdc2, una cinasa que aparentemente funciona como 

reguladora general del ciclo celular, foaforila a una serie de 

prote1nas, entre ellas a oct-1, modificando su actividad y 

provocando toda una bater1a de respuestas que inducen a la célula 

a pasar a la siguiente !ase del ciclo (Roberts et al, 1991). De 

esta manera, se podria postular a oct-1 como un intermediario clave 

entre la proliferación de las células del·epitelio del cérvix y la 

expresión de los oncogcnes del HPV-18, para el caso particular del 

CaCU; y como elemento clave de un control determinante en la 

decisión de una célula entre dividirse o diferenciarse, en términos 
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generales. 
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CONCLUSIONES 

Este, traJ:>ajo mostró que existe un factor celular de tipo 9c.t 

que interactaa-espec1ficamente-con la región correspondiente a los 

nucle6tidos 7639-7652 de la región larga de control (LCR) del 

papilomavirus humano tipo 18 (HPV-18) (ver Fig. 14). Se demostró la 

existencia de este factor tanto en nllcleos de células HeLa, de 

·origen epitelial, como en nQcleos de hepatocitos de rata. La 

presencia de este factor en estos dos tipos de células de 

naturaleza distinta y el hecho de que no se ha demostrado la 

existencia de factores oct distintos a Oct-1 en células HeLa, son 

argumentos que apoyan el que sea Oct-1 el factor que está 

interactuando con la región antes mencionada. La ubicuidad de este 

factor es un apoyo a la teor!a que propone que la especificidad 

tisular de la transcripción está determinada por diferentes 

combinaciones de factores universalmente localizados. 
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Fiq. 14. Representación esquemática del LCR del HPV-18. se 
indican los si ti os de interacción con los factores de transcripción 
celulares y virales. La barra horizontal representa la región del 
enhancer constitutivo que se activa Qnicamente en células 
epiteliales. se indica la localización del· sitio que reconoce oct-1 
dentro del enhancer, y la posible presencia en el LCR de un segundo 
sitio de reconocimiento del mismo oct-1 en una región localizada en 
dirección J' con respecto al primer sitio. Se indican, además los 
sitios de interacción do factores ya caracterizados o posibles 
dentro del mismo LCR. 
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ABREVIATURAS 

APS.- Persulfato de Amonio 

CaCU.- CAncer cérvico-uterino 

DNA.- Acido 2•-desoxirribonucleico 

DTT. - Dithiothreitol 

EDTA.- Acido etilén-diaminotetraacético 

Hopes.- N-2 hidroxietit-piperazina-N•-2-Acido etano sulf6nico 

HPV.- Papilomavirus humano 

LCR.- Región larga de control 

ORF. - Marco de lectura abierto 

NP-40.- Nonidet-P-40 

PMSF. - Fluoruro de fenilmetil sulfonilo. 

TBE.- Tris-Boratos-EOTA 

TE.- Tris-EDTA 

Tris.- Hidroximetil-aminometano 
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