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RESUMEN 

Dentro de los tipos de cáncer que afectan a la muj~r mexicana, 

el cérvico-ute~ino ocupa el primer sitio como ~ausa de mortalldad, 

de ahí la importancia del estudio de los mecanismos moleculares que 

participan en el desarrollo de esta enfermedad para una mejor 

prevención y cura. 

Análisis de tumores cérvico-uterinos muestran la presencia de 

secuencias de DNA del virus del papiloma humano (HPV) en más del 
·-· - '" - --

90% de ellos, siendo los'de mayor prevalencia los tipos 16, 18, Jl 

y 33. Se ~~b~, ·c'~~'qa'.'.~~fa~·pre~encia del virus n~ es suficiente 

para e 1 de~·á~rorJo;Ael ,c.Áh~~r:Y.AI 'te raciones· en genes ce 1 u lares han 

sido encon·t·r~,a~~'.··~~:;ii11.;'~1·t~ ·-·~orcen taje de ·e¡~e >tipo de tumores, 
-.-,- ... -· ·-·'::,-r· ::,: :--· - ·- .. .,. -,.-_ 

unas de e l·las'~~ri~:~~:f~W~'.1'>})'.~!;~~··,Pf~~t~~·~~.~~,i·~,~·s '·i·"s. 

Se sabe que el ·ge'n H-'ras mútado;y;;l8~presencia de HPVs de al to 

desgo son suficie~é~~i~ia~·~·~~~l\';;;Í-:~2~~~~rrii~ción celular, sin 

embargo, se descori:óc~:,;:si'·~''t ef~¿t~~Iº~;s~;vado es resultado de 1a 
,:-- ~,-:-·, . ,.: ,• -' >- ' ,<.· • 

suma de ambos ev(;·~t'~~~:que~)esiári ~·~tu~ndo de manera independiente o 
.·7·t,;; >;;·:,:: 

bien, existe .~.,1~~~~.LF.~~.()"~;~e..Bi~t~:.(''~cción entre ambos que da como 

resultado el f·enot f¡)<>::t: rari~!orlíuilti:e; 

El pr~~erú~US.~~~h~'i~.;:~~~6:{?or objetivo determinar si el gen 

u-ras mutado c'.r~~~~>a!gúll efecto en. la expresión de los oncogenes 
·.::, ~ <'··.::. ¡ ' . " . ,-.~·.º: ~, .. · 

del HPV-18. /),. x¡.:.c;•;>; 
Los resú}t~~os ;,~; diJ~~sas •;transfecciones en lus que se 

utilizó .al'.gen~r~~orte~·~ ~AT, :unido aÓaregión 
·::·~,~~ -- ' "·--- '·-~',- ·-

larga de control 
.- ,_ ---~· -::-.-." ,~- .. ,- -

(LCR) del HPV_.18 muestran que, el. gen ll-1·as mutado uumentn In 

transcripción de - Iris oncogenes E6 y E7 e incluso cuando se 



cotransfecta con H-ras normal.se observa un ligero incremento en la 

transcripci~n de estos oncogenes. La LCR del HPV-18 presenta dos 

secuencias reguladoras conocidas como elementos de respuesta a 

tetradecanol forbol acetato (TRE) a las que se unen las proteínas 

APl, éstas secuencias influyen de manera importante en el nivel de 

transcripción de la LCR. Cuando estas secuencias están mutadas, el 

incremento en el nivel de transcripción observado con el gen H-ras 

mutado se suprime, lo cual indica que el efecto sobre la 

transcripción de Jos oncogenes virales ocurre a través de éstos 

sitios. Las proteínas APl pueden estar formadas por homodímeros de 

la familia de proteínas Juno bien por heterodímeros de la familia 

Jun/ Jun o Jun/Fos. Para determinar ~J~aJ~s .de estos i miembros 
.;,,-__ ; .. 

participan en la respuesta de un ·gen ra:S;.:a:ctivo·, ;~e h{cieron 
:·¡:'.;' .. --~::-::<{'):.\ ·. ». ·;_,;_~;. ,· :-'.;;/., 

ensayos de tran~fcccion con los d He rentes .ÍnicnÍ!Íro.s'de·;.16 riuni l i a 

Jun. Los resul tadJ~ nos indican q~: ~'í' /~~~~I~J~:)./~~J;11~:1i1l)~ínlcros 
c-jun/c-jun ·es el que· partlci'pa(.en ··1ao•actiyÍlciól1".:de la 

,> ,"·;_' , ·:,__:~·:~; ·_ :: '~1..·-· ', . . ,. . ~· . . - _- .. ;:._: ,'_ . 

transcripción de los 

homodímeros JunD y Juno 

oncogenes: ~.~I"fie~':-'.;{~!~ñ.~r~; :: que los 

parecen reprimir<fig'eiall1ent"e'e1 nivel de 

transcripción basal. Los heterodí1neros c-jlJn/JunB o c-jun/JunD a 

pesar de que incrementan el nivel ~e transcripción, lo hacen con 

menor eficiencia que c-jun. Los heterodímeros c-jun/c-fos no 

parecen ser tan eficientes como los homodímcros c-jun. 

Para llegar en algún momento a controlar de manera eficiente 

e incluso prevenir el cáncer cérvico-uterino, es importante 

determinar que factores~están favoreciendo el desarrollo de ésta 

enfermedad Y como están interaccionando con los HPVs de alto 

riesgo. 
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INTRODUCCION 

El cáncer 

El descubrimiento de que agentes etiológicos virales y no 

virales participan en el desarrollo del cáncer ha sido de gran 

relevancia para comprender mejor los mecanismos moleculares de ésta 

enfermedad. Dentro de los agentes no virales que participan en el 

desarrollo de un cáncer se encuentran los protooncogenes y los 

genes supresores (Benjamín y Voght, 1990). 

Algunos virus de DNA son capaces de inducir la formación de 

tumores, ya que contienen genes que expresan proteínas oncogénicas, 

estos virus pueden actuar en conjunción con otros factores para 

inducir transformación celular. Los papilomavirus son virus 

pequefios de DNA responsables de la formación de tumores benignos e~ 

humanos y en otras especies de mamíferos, sin embargo, algunos 

subtipos de papilomavirus humanos (llPVs) han sido involucrados como 

agentes etiológicos del cáncer de cérvix y de perie (Boshart et al., 

1984; Durst et al., 1983). 

El cáncer cérvico-uterino ocupa el p~i~er lug~rcomo cau~a de 

mortalidad por cán-cer en México, ést~cons~it~ye~ un. g~ave~ problema 
,'.·,_ 

de salud pública (Cisneros de Cárdenas et al;, 1987). 

Los papilomavirus 

Los papilomavirus comprenden el subgrupo más grande de la 

familia de los papovavirus. Consisten de partículas icosaédricas 



pequefias (55 nm de diámetrol, con 72 capsómeros que. encierran a la 

molécula de DNA circular de doble cadena, con un tainañ~:pn)rnedio de 

7 .8 kpb (Melnick et al,, 1974; zur Hausen, 1980). 

El genoma de todos los papilomavirus está organizado <l~'m~ncrn 

similar, con toda la información genética en una sola hebra'del DNA 

y dividido en tres regiones (Fig. 1). La región tardía (L) codifica 

para las proteínas estructurales del virus y contiene los ~e11es Ll 

y L2, 1 a región temprana (E) codifica para prot e (nas q\fi/·-r~gu l an 

diversas funciones vitales del virus (replicación, trah~~;~{~'~ión, . ,- ·.·, .,,,,.,_·.. . 

control del ciclo, etc.) y cont lene los genes EL~ 0~E7: É~tV~ é~tns 
<'·,;. \ :;:,:..:;--'-'-~::.;) :, ... -:-~ .. _:'.,~';'' 

dos regiones se encuentra la región larga de contro'L(LCR).,/la cual 

regula Ja transcripción de los gen~~~-s?'vir~-{~s? '.~~~';:¡.; ~~n;~ . la 
- '.:/;.:_·»· ·. - - -.. -

replicacióndel __ genoma (Gius et~'¿¡r._,q9~.s{·L~~1A ~-t:·'á,"L~;,' .1980; 

L• • x. ,., , •• ~. , os · •'ne.' , .. j~:::;; o I ,~ .. ~ :: ;'~e ~r. ¡¡ e~~, •• 
y a mantener e 1 genoma vi ra·1;{;c'~mb{-~~:}i~i~~i~g·'~~~J~:;·n~ ... ·n~1;íci ~·o de 

copias. Los genes El y E2 t i~~~:ri~.W~~:'ii'fJTI~TV~i\"d~te:~p}~;¡¿K··durante 

~:: : : :::• ::m::::: :: 1 'tlh~t~~~r~\1~~~~¡~~~í~l~ii:~~·::.:: 
'.·-'- , .. :;:".- -·-····-· ._.--;~- : ... -~. ' _., ::-,.~,,.:~"'-' \',\~.:-. ;,\; .-, :.'~):' .,:.~;,, 

i ncrcmen ta Ju r-ep u cai:: ión);dc ILDNA :~;r._:~·1 '.1~f!i';'l)ítil¿'f n~~ES~;¡¡c'i. ua sobre 

~:º::: .·:: '. ::·:: ,:'.~r:~t~~~~~~~:~ti~~R~Y~~i?,~~~~·:ú?~·~:m: ::: : 
;:;;:[;<: \<1::.''·''-·;···' ¡-· ,'_;··;_·(·~ ~·/.;.;:,.<;':!}."'..' :,.,:,'.:'-·'' :.-? ,>'~:: -::·<\-'; .... ·"-·i. 

a efectos adicionales cque<'~incluj·en ;la' lis'~tipciÓn de la 

di fe rene i ación e-~~ i'~''1 i'~L ;> In" 'i:n~~~;ci 611 \1~ ;_' 1 ~Ú/'1ncst11b i 1 ¡dad 

2 



. HPV-18 

Fig. l. Mapa genético del HPV-18. Su tamafio corresponde a 7857 pb. 
En la figura se muestran los seis genes tempranos y los dos tardíos 
con sus respectivos marcos de lectura abierta representados: con las 
flechas y la función de cada uno de ellos. Se muestra:también la 
posición de la J,CR. Los sitios de poi iadcnilación se indican con 
(PA). 

3 



que preceden a la integración .viral (Campo, 1988; Woodworth et al., 

1989, McCance et al., 1988; Sousa, 1990; Leechanachai et al., 

1992). La proteína E7 puede inducir deleciones crqmosomales, 

translocaciones, duplicaciones y aneuploidf as típicamente 

observadas en carcinomas cervicales (Durst et al., 1987; Reid et 

al., 1984). Lo anterior da lugar a la proliferación de las células 

para formar lesiones benignas (Denjamin y Voght, 1990). 

La activación de los genes virales tardíos, asf como la 

síntesis de las proteínas de la cápside y ensamblaje d~ las 

partículas virales ocurre en la capa externa del epitelio. Eventos 

secundarios están involucrados en la progresión de la lesión 

benigna hacia un carcinoma invasivo (Oenjamin y Voght,cl~~O)·;.': 
La especificidad tisular es atribuida a la r~gión r~g~ladora 

LCR la cual es activa en células epiteliales. L~ repficl\ción y 

expresión génica son altamente 'esP,~'.~I~ri~:as, ya que éstos v.Í'rus son 

estrictamente epi te 1 i ot ;¿~¡~~·~ ,/;~~T~·se r~p l i can ve ge ta ti vumen te 

en querat inoci tos epi teli'~t~s\:Jfre~.;~ciados. Las células de las 

capas basales del epite!'i<>':c;¿~~·~oso parecen ser el blanco de la 

infección primaria (Cripe et~~·., 1987; Gloss, 1987). Lá.naturaleza 
. ··1-· 

epiteliotrópica· de la expresión ..genética de éstos:l.virus está 

mediada por una compleja interacción de numerosos"'fac:"i'ores con los 

elementos presentes en la región de control de l~s~!PlÍ>ilon;~virus 
IPater et al., 1994). 

Se han i den ti C i cado a 1 rededor los 
' . . . ·. 

cuales, aproximadamente una tercera parte están asociados con 

4 
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carcinomas anogenitales. Los tipos de llPVs ·más frecuentes en 

carcinomas cervicales y en líneas celulares derivada~ de este tipo 

de carcinoma que esttin.ex1>,r.es,'.'n<lo los oncogenés virales, S'?ll el 16, 

18, JI y JJ, por lo que·estos ~ipo~ han. sido considerndos de alto 
e :' .'~·· 

riesgo y se sugiere que ju~gan un papel importante en el desarrollo 

1984; Durst et al., 1983; Cid 

et al., 1993). El HPV-18 se.encuentra asociado con mayor frecuencia 

con adenocarcinomas cérvico-uterinos y carcinomas de células 

pequefias de pulmón los cuales ti~nen un pronóstico de vida muy bajo 

(Stoler et al., 1992). 

El DNA del HPV-16 y HP~'...:uf lla sido encontrado de forma 
.:;.._:·-:. ::,-: 

integrada al genoma del hospéde~o~n~un alto porcentaje de ~umores 

cérvico-uter inos. lo co~i¡~~~,n·~fa'¿G,rr~ en lesiones. prema 1 ignas en 

donde el DNA viral se en:J~;'~i~~'..'.~~·ést'ado ~Í>isomal,;·Ln:i,itc~·rnción 
ocurre genera lmen le en 1áifre8ió'n'.~tí:·@¡¡j~¡:~~i<l~<i;i 1 os ;·i1:~G1;.E 1.;.E2. 

-'.!·1>.,;:._,,,., ''· .. ·-' '"·;'~. .· .• -.··¡~.·;. ,,_-;" :;- ~·,~-;·~ .~·~" 

Para e 1 caso de los 11Pvt'.f~~;ffü;A~;5¡:~.· ~flª/.h~i~}~;: ~}~~.ctr.:·;co1no un 

represor del promotor qu~\~.~~,y?,,la;;,laie,~pr~si_ón,;d~ .1~:5,, ~~nes ,E6 y 

E7 (Munger et al., 1989;·~~.~~i~:r~}ét ¿·¡/;'\ 1.?ss(./' , 

El DNA de 1 HPV~ 16 'j: HPV~l8;~'stcapaz d~L{~;n6~.t~·¡j'~ai~in: vit ro 

f i brob 1 as tos y qu:~;:~;·:Jt~1~~1' ~~~.,:~:¡:~~~;;y\ide'/f'~t ¿ii1, . : (l~isi onnndo 

a 1 terac iones en !~ ~:J'r~'frlei,faii~'.,~;c~·¡~ú\~r •y'(-efi; ;·~·g..;~:/o6eso de 

di fe rene i ación;; .~~~;:c,~··~u;l·~~V~ l1fJ';;·.so1;':"c~1~11,~e·s':~<l~':ro'1·u1:i;. t um~res en 

ratones. a t imi cos, ·~'~all~o;•:J~ ·~-;~~~;:~t~~~·~;¿~~5ri~~ .de :.~PV-16, sin 
; ; ·-, -- "" ::.-·::·,:~·-, .. :..·· ·''.~:'; .-. ·'<·_~:-:,.:>r .. ;: 

embargo, ésto no ocurre cor1'1l1s c'éjlJJns de' rata J)'I, lo que sugie1·e 

que se requieren factores ad.icionales para dar el fenotipo maligno. 

5 



Tales factores pued.cn aumentar el nivel de transcripción de los 

oncogenes del HPV-16 o la· susceptibilida.d de .las células a las 
--.-:-

protclnus del llPV (,Ynsurnoto e.t ni.,· 1986; 1\1111!111 et ni .. 1988; 

Woodwor t h et a 1. • l 9S9;. Ma t 1 asi1ewski et'' a 1 ;;, ·' 19SS ). ' 

Cuando la expresÍó'fl«dc.Í6~:on~Ógcnd's 1l~ l'Os:)>1lp(tJ1irilviÍ·~~ que 

se consideran de D~ 1+<>·+ji:,~~~g(<~Ct?~',f8Ü~~·~ H,;J¡;~~fa\;·~w.:~~ritro 1 de 
.,-.'·--·-~·;:, :,:,~;- -2:~~:\·'.~·.+> .:.:;· ... ;r: < ·--- · ·>·1·.'._;_ .r.-:·:;" .~;::~.~:·:" .--'., ::;.;'.~::;, ·¡~>':· .. ·" <>,<~-

e 1 emen tos t ranscd i>c. i
0

~na'l e's'J•c.te.~o log~ff /so~';capnces·,de;?rnnsforrn11 r 
cé 1u1 as primar i ~f '~~¡\~'iri~ 1~;Xl~~,r~~·1~~···d~1'ci~ro~·~~l~~¡~h~~ i:J~;o' ras 

_, '\-~,.'-' _:_·:;;\;!\ ~:.?>'.~,~ ;:~.·'./'°- - ¡.;:_,~, _- . ¿: '. ~. ~ ' ---~ 

activado o v..:ros'>(M~li~·~·h~·~~k1f' ·~·t n r. ; '•19~'7; ··~~·iü~.·~t.S·a i\;. l 989: 

schne ider et· al·••;\{~:;•{';, '.k~0:e;i? ~:~01;~ .'ü~;~~·~·;::~: )s~'~}l~'~::1·g5 ~~c~g·~nes 
de 1 llPV-16 s~: ~~~1u~,~t'~~~!fü:rj~<b'1',i··~~~;i{~:¡''[~Ji;,, blc;íiC1it:~i:,\iióil16Joglls, 

¡_·, ~--· ·""·>.~\·, t~;:~{~.«~·~5> ... . -,';.;_:, '';,'(: >'·'::-.-

:·:::::;:~~:,~t1~~11~~~~;1:~~iw~~~~[.:;~~l~~;~~~~~~f~ .. ~;; .,::· :: 
al., 1991 )~·. Lo,\antcripr\~concucrcla•'"con·:,;c1 '•'.drecho:. de.;'que rus se 

encuent ra··mut~éic/'i :;6=c~1~i~1J·~"Y~~J~'tc;~'1ii~',;1W'rft,tt r~~:;~ i ~~1::08· •t úmorcs 

cancer~s~s·.{~k~p'f ·~\{~:¡!(:;'·i~9'.Ü,)})• '.ié;. '·i.¿c•i · .•'·\.' '/: '' ': : .. ,. .·•, .. 

Además ~·~j. ¡ ~ ;¡¡n¡:rc~'¡~~- ll~r°!' u·~v~:.Y • !1{',: a !'te·L~.7ó¡; . d~ genes 
:-.·/:.: ··:''{-:_~ ~'.·:.J.;:t· .. :_'-. l ·: ,; . :!\:<:· ·. · -:~:-'.<":' • .. _·:·.-.: - ··,~.e,.:·./.'.> 

ce 1 u lares' ',están\~ t ainb iéri'.~:i nipli cíidos:f,en':.' eJ: /de sn r rol (o 'c1e 1 . cáncer 

cérv i co..:u t eri~~·.,,1ª;~."~C:~i:2;~,: ~, ;º·~·. c:i1i: i ~~geno's:~,~í·,:Kc¿·~-·de 1 .·humo 

de 1 c igar r() ; ¡ri~'.~rV~ ;~'s ~ 1~·~a~¡os ~é:hormihh~.qj~ '5/;;~c~e~tn~ con 

el uso de iln t,ic~nc~p ~Yyf~ .ºr~é'l;~', ~· • ,la~ pr·~>~J:1·~ (ª,.·'~.~ 'm~.I t ip 1 ~s 
embarazos (Pater et ·;,~{., · 1994). c·s~'. lü1.\rcpci1;.tiido' que los 

glucocorticoid,es aumcnl.a~*'~1 '¡>otcJ~ifl .·~n~~géÍ1i6~i~c(llP~'~l6 y el 
•· ... ".· ·-·, ',· ·' 

encogen ras en queratinocitcis .~'enitales.fo~;st et al., f9s7). 
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Los oncogenes E6 y E7 

Las funciones transformantes de los papilomnvirus residen en 

la región temprana del genoma. como ya se mencionó con 

anterioridad, las proteínas E6 y E7 tienen un papel fundamental en 

la inducción del fenotipo transformante. La expresión de ésta 

región del genoma viral es característica de tumores cérvico-

uterinos humanos y de líneas celulares derivadas de tumores (Bedell 

et al., 1987; Munger, et al., 1989¡ Watanabe et al., 1989; Denjnmin 

yVoght, 1990). 

Tanto los genes E6 y E7 de los HPVs de alto riesgo poseen un 

potencial transformante~in.vitro y se ha mostrado que se requiere 
:>-:{;;.·;~:1:"';;_,-.:_ .. 

fenotipo tnrnsformnntc de células su expresión para'';ii1anterier• el 
.- .. '~·. ,· .. ; - ::::, 

de t u.iJ·¿·;~5< '~'érvic<l.:1ite r ino's 
\_,.:;~;; . . "•/. .. ·--- :--/!-':._:: ~~!:· ·--· 

derivadas .et: al. 1988; 

Doeber i tz et .a 1 ;;19'~2TJ,,' ·\.< · · . . ''(\ :( .. 

La proteín~i1\~{á'coris t~ÍcÍ1l ¡)~r ·98 am~noácidos y presenta 
'· ,_. __ ., s_.J> ,_._;, ,_, . .'.'<:~ ·_,_; -~~-:~;-~;.''. 

básicamente dÓs dl:>minios/.~): de uni'ón ilt~ p~o'teÍ~n l;etinoblastoma 
<,~ : . ;;"······ •·•'.·; ~:~·:;~. :.:-'":':·.' ·);;C '""',<: ;_ .: . ,_,,, :~ .... -.' ;: 1".~'.· 

(plos J que se localiza ·.'e.~)1~,~~.gt1n~f¿'¡11~}~!~nnh~}·~.L~t.~~,u~ión a 

zinc que se locad~a;·ei11a 1 ~eg'tón ~~rboxi:1(),;:1:erinina'I ,:. el cual 

contiene un par de níoú ~J~. 2cys>:::x¿~]~~~~. 4'~e:~~~:n s'füc>;{d~n 1: iÍi cados 

en diferentes· r actor~~' _J~ ;t'r~ris'~r i~c ¡'óri¿;~ Es t~.;vhft~~~í~3:¡;;~i~:Serl ta 
·'·~- ,' 2~~··t .. --.> ,- ~ . ..-.· .. ·. • ' ·"·'·:.''.í• 

secuencias homólogas en su',ext'ée'mb)am n.; {ern;in~Í <ii:'.Jli,-prol:e'ína EIA 
-:-'"-~ ,,.,_:--•>,. ·_.·,~-, .. _.;· ;~"-· :~J~,-, :-~,?~:-~ 'f;\ - ' .. :-.,e- ~~"··::· .. ·-,~~-·::e· 

de adenovirus y ni unti'gcno~f·éi~í·éf'virus> SV40 .Ysc)h'1ívisto·quc es 
~-<¡"i~;;~ .. ·;i-'J-.··:·.;:-:~· /:j~~ .': !.s-.-.,:'o(-<''."••', ~.: - <-'.''-··· _._.'. ,.- ·--·· 

capaz de transactivar .al·'pro'n1'o't'C>rtE2éte"8~~n'~~i~u~(Ph~'lvs~'ct al., 

1988; Dyson et aJ., 19~9¡:'MiÚ/~¡.j'~t'~1~.''19~;;~<' ;.X' 
La unión de E7 a i1d·~~b 'in1pidé I~ ini~racción de ésta ú 1 tima 
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con sus blancos naturales. Se sabe que el gen de retinoblastoma 

codifica para una fosfoproteina nuclear de l~ cual nó se conocen 

sus blancos celulares, pero se sabe que la pérJid~~d(e~te gen está 

involucrada en c~iversos tipos de cáncer como: el de retinob)nstoma, 

osteosarcoma y cáncer de pulmón de células·pequefias (Lewin, 1990). 

La proteína E7 de llPV-16 y llPV-18 es capaz de formar por sí 

sola focus de fibroblastos establecidos como en la línea celular 

NIHJTJ y de inmortal izar células epiteliales humanas y fibroblastos 

de rata de cultivos primarios. En ~tros estudios se encontró que E7 

es capaz de inmortal izar célu_las HFE, sin embargo, la adición de. E6 

aumenta la eficiencia de transformación (Yasumoto, et al., 1986; 

Kanda et 

Halbert, 

al., 1988; Bcdel:l.;Ct •.al., 
(-'', 

''";··-;-

et aJ., 1991;-Inoué:>et al., 

1989; Mungcr 

1991; Defeo-Jones.•;~t al., 
.-.,;.· .. ; 

,;_.;_:'. , ... ,,.:_. "·-;-··· 

1991; Rutsgi et al., 1991·)~/l.lii~l>.r"Óteína E7 del:f1pv~i6.;1Sy·.JJ'cs 

capaz de cooperar con· ·;d~•\:~-~t~~b:} parii •' ~~u·~~;.,,JJ~~~ió'rmac i ón 

morfológica y crecimiento 1 ibr~·r:~·:~ ~.fcfa~j~:}~~~'é¿~s~y·~~~·:¡;~,;¡¡j·~T~~~rii1s 
.. -~ :.< . __ , ·:-.,- -~-; -~ ·: -:;;\ ;: ~ ~' ,:·:~;' :: .;., .... -' .. ' : \.'i'-?·:>·-. ~j'-~~\,. ~+·.;~: : ·- ·:·;,-. ,: 

de rata, sin embargo, la proteína·'i:E7i;'dc·:HPVs'tJenign{;ii.;cc>~c>.ei 6 y 
- :.:·: .: _· :::~ ~'.::':?>·· F~~i5:-·;:~~;/··~ .. :-}2::: -.- ''..:1,~~ ~~ ~;:;:.:~;;,r:,:'.::,.' .. ~ .. :~:~.~~(·:·;:- -?./1,;i:·: .. :i':/ .. :· :··.>"f'::-, '.' ·.· .. _ 

el 11 no es capaz de coopcrar:::con·i:-'ras·:y··cau·sar:•,,transfórmación 

celular (Bedel 1 et al., 1989f'~~~~~d~ ~¡'~::~sd~J>f9~'/r."~} > 
-:~;.'!.~-·.::~d·· ;\:~.~·.;·:·":-::;~~;;._.; ~ ·)•'·:;,, -.-. ~- ·"·'~- , .. ' :'), ~~-- .· 1 

Aná 1 is is rnu tuc i ona~l~f~~~f~ -~!J~~~~{t~~ :~~~,~~;í.~§."~;;~~"~,:;r~ú s~g i e r.en 

posiblemente l~~:;. act'ividadcs'',:dé' 'tr~'n~roiiri~2ión y que. 
• ','>'~-''-<·'~'''.·:'.--·:y;;-;'.'-~:~:.~:::.(:/~;"~·'::)~<<:·· '.o~ ' -~·, \::i>-. : .,- ···<<'::: ;: • ~• 

trunsactivación de éstu protcín! son indeRcndicntes ~n que cuando 

se muta una región que red~~~,,· J:~á~:ii'~~~ént'e' ;1~? rtinc'ión de 
•·.·. '.·.-;~'{ :\.'.·· ·. - ~·.--.-:, ._:.~:. "" <;-.,(1·· ~ 

transuctivación la actividad transfoimárítc i>~ác\i~~lllé'nt'c·;,~ se ve 

'afectada (Edmonds Y Vousden, 1989). Por o~.?~ lado·.:i';~e mutan dos 
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residuos de serina que afectan el grado de fosforilación de la 

proteína tampoco se afecta la actividad transformante~ Lo anterior 

confirma que ni el nivel 'de fosforilación, ni la 1'.abilidad de 

trunsactivar se requieren para la función de transformación de E7 

(Storey et al., 1990). 

La proteína E6 de HPV-16 y de HPV-18 se une a la proteína p5J, 

que es un regulador negativo del ciclo celular, y,.promueve su 
:-. ,-·', 

degradación, lo anterior da como consecuencia la pérdidá de función 

de p53 al ser eliminado el producto del gen. La proteína E6 al 

igual que E7, causa transformación celular en líneas celulares 

inmortalizadas, por ejemplo, es capaz de conferir crecimiento libre 

de anclaje en fibroblastos de rata, sin embargo, parece scr~que lns 

células que expresan E7 son más tumorigénicas que las que"cex'pr~~an 
, -·;.,, ·"·-· . ."· '' 

E6. La proteína E6 es también capuz ele transactivnr el pfo1nó'tor E2 

de adenovirus. 
,.:;~:: 

Las células infectadas con llPV-16 y 18 son·ca.pn~~s'\¡l~'expresar 
- -·~'.'- ,._-·-.>· -, 

la proteína completa E6 o la·fonna. truncada E6•'.<líi'~~<es prodüctode 
;. ·.' _.'t;.:v'_'~:~\~;~:·-·'-· .. -·,!, ·. ··~·,,;._._::_.'·.-". >.(·;~-:-.·; ,·r 

un procesamiento interno de algunos .trnnscritos;.~.'se'llll's~g'erido que 
·/<~\.':. ·;_;·.¡::·c.-;.:_'.·"'~:-··.'~:-'_'._.-;_·:· .. :''~·>·: __ -, ;! -~.~_.:':: ;) (~_:>::·-.-<•: .. :-, .. -, .'$':">, .. :> ·,' .,:.,-, 

e 1 procesamiento facilita' 1 a;t'ráducción,'.de;i a prot'eí'na;E7 ;y 'que ·la 
·-- •'..e_'-~·:-:-,. • -· =: -·~ ~ . ~::,·;_:.,: <'-' '.-" :)'/..·:": :- : ' ;i .• ' ·. ~::;;;~· !" ·.-, ' ~,;~"\~« - .-,. 

proteína E6* por si sola\no'.Üene'wingunnfúnciÓn't/fo'Íóg'ica (Bcdell 

et al., 1989; Werne~1s):'~~~··;ai•. ,•\~19'9()¡j~~~~N~~r;·~'it~·t¡~¿~,;}h·990 i. 
/;·~ ·. · ···: :: ~;~.~-·~ -,·<.\.J ··~:e:· ~-~-~~-o--~~ e'.'.' :_.'.·.~f;_;-i-:\o"-..:;---;·}'~~7, - ..'-.--'--, ;:~,,-~:------,~·o--;---9-:; 

La pérdida dcl·Z'c::ó'nt•rorYdc-las·-funcion.cs •ii1traC.:cl'u'11;·~·es ·que 
}" • ··~ -.i·.- - . ': ·. ~::-' ;:·:,~_-:". '.:_.:~;~ _:··~. '.'.)\>~:,-.}~~~-~ .. _;~;,:·~l,~:-::~f::",)?{:t~::~-~- ~ :~:: _:.' ;· ~:.: 

regulan la transcrÍp~ió'ri{<i~:E6 y Ó/y e Lco~~o'!li tan te in~.rem~rnto de 

la expresión de ~·lruÚ!s ¡,Üédc;~~.d¿·s~~1l1>cfiílr \l~K. p11pcl 
·,:,<_":;. .>·-: --·',i - ., ··-- ........ ,.. - .. . . -. - . -

decisivo en el desarrollo dei'cáncer'.cérvico'."uterino (z~r HaÚsen, 

1986; zur llauscn, 1989). 
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La LCR del HPV-18 

El genoma de los llPVs contiene-una.región_ reguladora de la 

transcripción y de la replicación, comúnmente llamad~ .región l.nrga 

de control que contiene al promotor Y n los ·elementos 

incrementadores que regulan la transcripción de los oncogenes 

virales E6 y E7 (Garcia-Carrancá et al. 1988; Cid et al. 1993). 

La LCR del HPV-18 se encuentra comprendida dentro de un 

fragmento Banilll de 1050 pb, su tamafio es de 825 pb el cual incluye 

tres dominios funcionales diferentes, separados convenientemente 

por sitios de reconocimiento a In enzima Rsnl. El fragmento distal 

(Rsal -838 a Rsal -450) responde a E6, incluye casi la¿mitad de la 

LCR pe~o contribuye sólo mnrginulmente n 111 ~sii:i{~lnciún del 

promotor de E6 y E7 (Gius et al., 1988) ¡ el fragmento central (Rsal 

-450 a Rsal -221) comprende a una región incrementadora 

constitutiva de. 230 pb que desempefia un papel importante en el 

nivel de la transcrip~ión de dichos oncogenes (Swift et al., 1987); 

y el fragmento proximal (Rsal -221 a Damlll +19) que comprende al 

promotor de los oncogenes E6 y E7 (Gius et ni.; 1988; lloppe-Seyler 

y Butz, 1993; Hoppe-Seyler et al., 1991; Thierry et al., 1987a). 

El producto del gen E2 una reprime la 

actividad transcripcional de la LCR en.quer~tiñocÚos.humanos. Sin 
~, ·.-;! ,'.:: 2-:~,. 

embiiJ"go, en lesiones malignas, la expresión''dc:los:gc1Ícs virales 

probablemente sólo es regulada por proteín~i ~-~foln~es, ya que en 
_-;.¡'.:/ "··:·.,,-,' ·-'i--.· 

carcinomas cervicales las secuencias 'virales se encuentran 

generalmente integq1dns al genoma del hospedero y:como ya se 
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La LCR del HPV-18 

El genoma de los HPVs. contiene una región reguladora de la 

transcripción y de la replicación, comúnmente llamada re.gión larga 

de control que contiene al promolor y a los ·elementos 

incrementadores que regulan la transcripción de .lo~ .o'~·cogenes 
virales E6 y E7 (Gai;cia-Carrancá et al. 1988; Cid c~··a\·::1'99J), 

,'.'' ;_ ,._: •, " ' 

La LCR del HPV-18 se encuentra comprend'ida '.~J,:{~{r'o>de un 

fragmento BamHI de 1050 pb, su tamaño·es de 8i5·pbi;i°i\c~~t'~J~cluye 
, __ :-. ...... --'-: ·- • . .-·. 

~'. ' 

tres dominios funcionales di fe rentes~. ~eparad~~:•.~dri~~~Íe~tem~nte 

por sitios de reconocimiento a la enzima•~s~I:;· ~,:; fr~~~¡¡¡fto 'dÍstál 

(Rsal -838 a Rsal -450) responde~·::6J/i~c1J:y'.f'6~s~.l}~\.~;:m/Ud d~ la 

LCR pero contribuye s1Ú~ Íilarginalmenie ¿:c:1a;·~;'é~ircííu(iición del 
-,~- ~-:-';~.:;_:~?,-~-- .· ~O:.~J~'Ó ·---- _. -"~ • - " -- ::~;:;.~',:.·;e >~.:-~;:.~·::~,,·{··.· 

promotor de E6 y E7· (af\i;·.~t • ~IÍ;; 198s'); ~ 1 fragmento ccnt~a 1. ( Rsa 1 

-450 a Rsal ~221 ). ; \~~1~1>i~n\~-~ ·a uria 

const it~tf~n''~~cJt:2~_td~1,j':~~~ ¡l(i~'C!mpci\11. un 

región. ir;~r~m~~-t~ciora 

pape 1 
,. < "} • ,:: :.-~ _ •• , -·. ;.::·:·.··· '. - •• • •• • .·' ;,.·, •,,_,_.-:· - :;_,- -

nivel de la t'ranscrii1'ciÓn·dC! dichos oncogenes (Swift ctaL;;;l987); 

y el fragmenl~ pro'iirrlar(i~Rsi.1 -221 n namlll +191 que ~dni~,'r~~·<l~nl 
promotor de los on~~~~~(!~:,E6 y E7 (Gius et al., 198S; ;¡~~~:~Seyler 

,<', -.. J: \ , ---:•':··; 

y Butz, 1993; Hoppí;is_sefler et al., 1991; Thierry.et\lt';;;.¡'g.~7a). 

El producto d~l;,;,g·~:ll :•·E2 es una P.~oteíri~;.:,¿u:~· ;~epili.rie la 

actividad t ranscr i p:~fónai ~d~;~ln l.'.~R ·cn;qu;rnii 11hf}~'O~~;:_l~1í1~t~~/ sin 
-,~,~-_-_,,__::-:~--"""<B·,_': ~-- --- --- , '~;:'.:, : ·{ __ ,>;-: z.st·:-:'·{:·~;~< l- - - • .• -. ~j-

e mbar go, en lesi~ne~illl11i'i'~k~s .la':expiesión' d~··1~·~<'i~ri~-~'::viiates· 
probablemente sól~ ~; ·;eguluclapo~ ~;~~y~,·;~~s ~~lultar,is:,iy~'ciuc en 

carcinomas cervi:cales las secucriCias · ··~:iiaÍ~s .se encuentran 

generalmente integradas al genoma d~I h~s;~de::ro·y:como yu se 
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mencionó con anterioridad, és~a integración comtlnmente rompe los 

marcos de lectura de los genes El yE2 (Baker et al. 1987;_ Gius et 

al., 1988; Pater et ni. 1985; Schneider, et al. 1986; <;:id et al. 

1993). 

La LCR del HPV-18 contiene sitios de unión para diferentes 

factores celulares como: Nft/CTF, OCTl, APl, SPl, KRFl, YY1 Y un 

sitio funcional de unión al receptor de glucocorticoides (GRE) 

(Fig. 2) (Butz y Hoppe Seyler, 1993). 

Al hacer un análisis mutacional de éstos elementos st: encontró 

que NF1 y OCT1 no juegan un p!lpel:~f~c'i~l: en In activación del 

promotor del HPV-18 (Butz y Hop~,~~se;;_i~;,'/19g3) 
·:1t', 

La región reguladora :<iet: ~ll'v:is'.\presenta dos elementos de 
. -~;:- -";,--,· - - . , 

respuesta a TPA (TRE) a í"6~i~~~; ;~ ·~~P~·z Jf'~~irse la proteína APl. 

El TPA es un éster de forbol. ;un pÓtent~;·a¿ti·v~~~L~c·.i~·¡;rót~~na 
cinasa e (PKC), La proteína APl fué identificádá ·e·ri:.ún·.'vrincipio 

como un factor transcripcional que se une 

promotor de la metalotioneina humana (Lee, ·et .. :al. <t~87a), 
e•:·-:': ' ., ;,• ~' ~. '.':;' 

posteriormente se encontró que es capaz de unirse:a;ro~t'd1ei1i~ntos 
de respuesta a TPA, que se encuentran en muchos genc·~,'.t·~lfr~~res y 

virales (Angel, et al. 1987; ice, .rt al. 1987~}~';.i~i~i~)~!fito que 

otros ago;:ntes que activan· a lliPKC también .inducenCla'(expresión de 
·' - · . .,. ¡,·Ó-\" .. ., . ~ \ . ,:~,,.~ .· : '..\- ,_-.··+~1.-. ?~:: .. 

estos genes, y los i~~t1Í~id~res de la PKC bloqU,e~~1.ii~~;e~puesta de 

inducción de los mi;~&~. La comparación d~ ~~6~¡;;<f~t:;~'' pcrmi tió 
.~:. _::, __ ;:"':. :·· - \'. :'·., ,/ ... -.-. ..": .·,_: ':-. 

obtener una secuencia consenso de 8 bp 5'-TGAG/C TCA-3, a esta 
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ATACTTTTCATTAATACTTTTAA 

Fig. 2. Representación esquemática de la posición de los diferentes 
elementos de regulación <1uc se localizan en la l.CR del llPV-18. 



secuencia se une la proteína acti~adora APl por lo que también se 

les ha dado el nombre de sitios·API (A~gel, et al. 1987; Lee, et 

al. 1987a). 

Los sitios API delH~V-:-lSa lo~qu~~se·u~c'di2haproteína, se 

encuentran localizad'os~r(~os.nu'h1;:¿i-ido; ;,~;c;:\i1·J, ~\ien,· con 
· r ·¡~ P'.·>:·:~ .. ~ :·_) ~:-/·,",:,,. ···~ ·; -¿-_, ::r~'';::.. :'o~J·;-.-:·,'<.~':-....'-.:~ ·'·:·~' ,,.:.·· .. <~:E·-~ ·,'-'.~' 

::::~ c :: t:~ 5siit/~~:e~'.!Z;}~~~~~{:"~i'.~1:~1!1'.f¡~~§~~i:~~,\;:;7¡~~~*~~~J ~ . 
.,-~~ -·_:.: _.¡,;,:.:\-: -'._ ; \:':._:;·/· ~::: ::;.:~~~·: .: .. -7:.. >· . - ! c.¡;' .• (.; ;·. ·;\~,:·,r>~ .:::.) :: 

Esta secuencia Ósctií' muy•r·~1a,d'.6rllilia;a~·iri~'.¿¡tf~.~Cconscnso API 

identificados en otros pr'o~i~'dre~ (~~·ierry)et':.·ai"';· i~~-2}.': 
La integridad de I~~·~. s'iti~~ '~A;~··~s r~,~~ii~~e~~a~i~>'para. la 

actividad del promotor, esto ihdi':~~?i~~·e '.l~~'·o"·~~tJº[,~~~;~i'{A{i ;~i ~nen un 

;:::: .. ::::::: '::º ,:·~. · ::.,,;~;:Jf J~·":~; ~[~~i~l[~:~:~w~.: .. ~: 
por el elemento remancnt~To '~é~li.Üf,{~~1ic1i)tqüc ·ll111hris·~'t'éll1c·,1iüs 'sun 

requeridos para una e~~~,r~ri;~.~ ci~'.~>Ívác i ~iÚ·Je:; j~v:;~;~ t·:r 'EG·J~~;. ( nút z 

y Hoppe-Sey l er, 1~·;; ),',;.sc\h'ft'', Vis lo }f¡'n·"'cnsa}~~;"¡cori••, di1~\;a~~·~ J~3~· .. y 

quera ti noc i tos . hli~~n6~;; '::~~~·\:.m~;ti~;i;J~e~ ·~~ '.~ést8~} ~{ti6s{ f ~ducen 
.- ::~,_::·:-'._-·:.'~le~:~ ~:~<; ... :>:.~ .. ~:: .. t:-;:· ~ ":~·~:~:._:;··. ·. -~}1}>i;~t-~~;':_<- _--~- ''<' : ' . ~ ·~-. . '-~/,> ·/ 

hasta un 503 la a~flvidad:d~l proinotor: 'T'a~¡íhó~í/~·e d~t;rr~i~ó que 

ambos sitios (·~o~ t f~¡ tl~y~~· ' ~i'..'.'. i;~:u:~·;l m~~eE;~ •;·'e~·> l 1 de 

t ranscr ipc ión a, Í>~sar d~ ~·~~"~~,'·¡ 6~nÜz!!n :~:,posi:r6,;cs;,d i fé1;e11 tes 

(Thierry et ~~t:' ;-~;79·~-2-).·". -'~;:~-~ .· -. '>:t· ·::~~~--:~~~~-- -·;_:.-( 
. . o.:.. . -· . ' .;;:· - ·:"- ~-/-\·-~o:..~- .: - . ' 

Análisis de '1 ;¡ ·'./c~(i ó~I: j rlcl:c,;.~;. tAilo fll c~i,~.s t i t ut i Vll 'Ílc 1 llP\'- 18 

muestran que cuando ~F'~i~,1~\·~{sifi~A~l,y ~e :~~Toc1/'dclante del 
' ~. 'J,.· ~·:: ' '"'.'.· ,·; .. ' ;'_"·:' , . ' . , 

promotor de la cnzim~ timidin~ cinasa, cn:26l~ias ~cL~ y.lluCaT, 
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sólo produce una estimulación muy débil de la tran cripción, sin· 

embargo, cuando el sitio APl es· mutado se observa r1a:p~rdida 

completa de la función incrementadora, estos hechos ~.ukJeren que 

existe una cooperación entre el sitio API y otros el~111~;1tos cis 

adicionales presentes en ésta región (Butz y Hoppc-Seyfe?,.· 199J), 

Aunque había sido reportado que el sitio APl del promoto~~de 

HPV-18 es induclble por TPA en células HepG2 (Gius.Y Laimins, 1989) 

en células HeLa se encontró que este sitio APl dentro del contexto 

de la LCR no tiene actividad y no es inducible por TPA, e·sto 

sugiere que este si t.i o está siendo regulado negativamente. en 
' ' 

células HeLa por •l~d~-ei~mento regulador negativo (Bauknecht ~t 
... 

• o -:~'""·-

a 1., 1992). 

importante pdra 
>:;:.,: '"<:;;.-, 

activación .de la. trans~rÍpciÓ~. Mientras que Spl es consi~,erado 

factor ubicuo que·· j ue~~- Un papel :j~~ortante.en .• 1 a t ;~·~s,~r tpción 

El elemento ;._Spl ta1nbién mostró 
,·,::'·.· . ·>:--:,· :·'·- .::·,, 

ser la 

un 

de 

la de una amplia gama :·:d~; ;;:;;~lf~o'.i'.·~ifr~),':{~Ju~a)~:'. ~y·•-v'ir~h~. 
composición de la r~·~Úia.· de ·'PI',¿te.ín~s •AP'(.; ~~ ,.;.~~·t;·~do 
dependiente del tipó c~·í·ul~~\· várfondosu regulnción·~··distdbución 

'1:'. ~ ··~·¡.· • -:~· :·-,,,:, ' /;:·> ·· <i·~:¿, ~o:;··~·~·· 

ser 

Estudios en~. t~Jldo~:~;l~ ·~r~_t:Órt:Lmos~rni'.oii; :q~~t+e 1~ •·nive 1 de 

expresión de los,'.componcntes de la~i¡>'f'ot~Í~~s A~~variab~ con el 

tipo de tej iclo .. ¿~~- ~ i~e /~-s .má~,ª l·t.¿:.de,;~~JH~~:.iu110 se :~b~c rvaron 

en intestin~, 't~~~ bazoy-.pulmó~:.·.~nj·~~~t..'~~t~,.'.e! RNJ\111'.'de· c-jun 

se expresa ¡>rincl~almente en pulm6i1 y;g~;~~i:ók,>;/¡c·;1d~ il{<l~tectablc 
en hígado, testículo, bazo y cerebro'. A1tÜ~nivel~~'de JunDy Juno 
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están presentes en cerebro, órgano que no contiene muchas células 

en división lo que sugiere que. tienen o,tra función además de 

(Wilkinson et al., 1989).' 

La inact ivación del elemento KRFl dió como resul tallo una 

reducción en la actividad del promotor que varió dépendie'rido del 
..• ·.:,···¡: 

tipo celular utilizado (Butz y Hoppe-Scyler, 1993)'.···~-~f'. • .,. 

La región promotora del HPV-18 presenta un'•ci~E:·~~Y.~~.5~·cuencia 
corresponde a AGCACANNNTATACT, este sitioÚen~·t~~~~LhCi1ii~16gfa con 

1 a secuencia consenso de 1 os GRE que · lic t'.~~::i~fg'~¡jj~;\Jr':~g'_~I adores 

positivos ( GGTACANNNTGTTCT). La mutaci~:~ d~l FJ¡f i~;~¿~:i~;d~~·u·~·: ~~gión 
. -, ~ '. ·':·:·> ...... _":, .:-:~~- - ¡,.: ,-; -. '~'.:.-: ;:_:.:::/ .;-; 

promotora d ió como res u 1 t ado .. u'\!~~/!~e'~.~c>x~n;:J~:f.~~.{.gix;xd·~.E~~s~·~c1~ .1 ª 
LCR, es posible que la mutac~?n"c~(ga·~nuf1 éTenienfo:<lti'régt.ilación 

negativa que se sobTe 1 apé::' ~on{'c l'5si"~·¡·'o (~¡~;~.: '.~fi,,:~·~~:>~~k~ri~o 1 a· 

pre sene i a de e 1 cn1e~~~~>J~. f~J~:.~··~¡~~·wi~ei~d~J.]~~t;~~·~-.-_ i~Iión de 1 

promotor ya que ésl~,;~~i6ii. ~:~~·~i'~¡cl~<l~~~~\'i1~Í;;~~~o·~·1í~~;~~udores 
,.;:»·--· :º. »L~;:~· ·:: ... ,'"' ' .,7- L'·:'-}::~. ~:~0~t-:-::~·"{/~. -:>:·,~ .,,, .. ·.--~_,· .. ·.-:.:;:<,." -'. '" •. -. 

;::: •• ::: ad:<a ::~ t ~lf ~1i,¡f~~~1~~f .?~f tr;~;i!~ ~~ t j V 't ª'. •. .• '. ~~ i i "m a 
Ha sido identif[~~~~?'.'~ri~e !,~~nen to>; de, i:égUtac: i6n:_néga t iva en e 1 

promotor de 1 HPV~~ ~'1' ';~s ~t. e ·~~n~'~:;a'/,:~~ ·~1J~a; ~z:a::~Ye~}.~n11 '.}~g i ón 

específica de 44•'.;•pb~; y·~~¿{Jir~'~ ¿~;i·d~·l re>-"iii~~,f~'~;,:~jg~~~;l~:g'1~:;; con 

e 1 cmen tos reg~i:~~;~·~ .:~~~~tNv~s• llc<.1 á~f r:~~¡·¿fi '~'.e~ g~ii'i1o~ ;.ll~ 1 ·. gen 
J'." '·•- •• ~ .• :: '~ _·,.,·_ •. ··: ';-~~ú ~--ff;: ·.·,.,, 

N- ras de 1 ratón,' ci~, la r~gi~rl i nfr~~~efi taci~i~ dci i 'g~ri ciciUa. ~lbum i na 

de ratón y de 1, e 1~~1c:nt:· ~ UC'rí~ ¡'íid;~r 'de í.:111:~mol or PS d~· I 'virus 
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asociado a adenovirus. Este .cl~mento se identificó como el sitio de 

unión para el represor L ransc r i ,;e i una 1. YY 1 ·, U1111 mu l nc i 611 en e 1 

sitio de unión 11 YYI Ilcv~ a un ~~umc'nt'~ eri la actividad del 
·:: <:-·-· ; 

promotor y de la regfÓfl·incr~~Íe;íítadorn'Ciel li~v~1s; /o.~uc dciriucst:ra 
' F '·:,,•>• ; : ,;'-':!.!.• ---~ •• -··j:.~,- ,' :• ';._-,, • 

: :: ::~m~ ~: :· d: " .. :::;,";·;¡: s~: ~l;t;',~~:,~;;.t~~t~~, ,K~:: ::~ · ~: · ~ :: 
- ·:;': : \~;!!" :'yf~·:_.- -:'.:,X. ~_'~·:>·· 

genes L::m:~:.::: t~:a;:;~~1~~1~1~~~:.~~I'Vi~9Jl.J~~l:l1~os ex t crnnmcn.t e por 
'::- -·- .. -~ '.- "~~- ··: -, -.. '.:.. -: -r. . ,. -. .; . ·_ : 

. 8 1~~~-¿~rtÚ6ides · y •· é~t~re~ '.de tratamiento con forbol 

respectivamente. A'ílíÚ{s'i/•. ~~i~~~~i -~k}:la 'áct i\;¡{iaci' ~-~ ~-~ •gen 

re por tero y ni ve 1 es ~~ ~~Á~:-e~~ ~~t~i:ie~~ t:;·~n:~~ll icos·;5ll~i~~~;·2que e 1 

receptor a g l ucocrirt·~;i~'r~~·~· 7· ¡·~,--;~~~oic~-~'a ·~~~-;. · ¡;'~~;·;.ía~.- {'~á r (ér ir 

entre sí nega ti v~mcnt~ ~-" n ª ;;egu i}1iL··~;ri·;~ei!i11'hc~:.:m~ i·5~11t·v~~ls en 
· .. ~;·-- ' . .,S_~t~:. · ;- ;'· -· .-; ?-._, . _ ;- .:.. .. -- .o~.: - - I-'_~~ ·: ,.,,.- \ ".;'._,,:},'..,._ .:-;.·> 

células epi te li~lé~,· ~~'rni!i'le~ (G~'rcÍ/1..:ta'~~'a'tJ°cA',::~(';~t;~ 1988; :;e id e .l 
,-::·;,:,;o·: - ",_, ·,:.->) ',.,/.: -~;' ~'.-.<~~---:}-: '·::-~' 

'>_· -~:'.r::-· 

al. 

1

:::;~º a 1 a:¿ú'a<l~ ~·ñ ~isfc111a Jhe p~r;~}i~'111i~\.~:~ción por 
··----· ., ... _,_ •. ¡i., - ,,. ·-·~.:t·- :_-.,, -~-- --~ '.;,"· ·:;~. ",,:_;::.,' 

HPV-18, la mayo~ía''dc'' ;fos :~studl'os{h'ri~ sid~<; ~calfz11Ílo~J ~;I ;I incas 
•' .: ' -' • • :";:>~' • • •<;·.::.'.:· ~ ~~·:~:·;~ ·:[;,:~~ :~-- ;'.;:'.:- ~LC-'1:~~' ' : i 1"; ·~ : -:: ·~' ~' ~~ : '.: ' •" •• " •;i • ·;,:_ '. •:~: .'-

ce 1u1 ares i rímorfa l iz~das,o transformadas. y por) anto7 l a;'.reg~ lac i ón 
._, __ . :::_:,._,.:~:-:'" :>?·'. -:>·:.: ·:·~i:.:···_--., __ ~,-:·---;:;_~-~- ·.:-_s:.: ·::·~->-:;U/ .- ~::.'.-; ~- ::,:~, 

de la expresión:,de, Jos g'enes.viralcs :én' céÍlllas:ílo'rma~c~; en las 
. • , ·-· •• '_.. ·~ ••• ,. •• • ,, ~·:.· --,,,_'o;- •. ·-~,--= -~--

c ua 1 es' el~·v i~~s~ e~tá'{pr_. é_ ~i'~n tY 'por~ ún~l)eFíocld' de la t,éné i a L'1 argo 
~: -::. 

et al. 1993). 
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Las proteínas APl 

El factor de transcripción API, además de mediar In respuesta 

celular u ésteres de forból' rcs1>,ondc también·11' sue'i-o, .f11cto1·cs de 

crecimiento, ci'tocin.~s y a 
:' :·,-

los :o'iacogencs .. c;.11-rns·, e-ser. y c-mos 

(Schütte et al.r; 1989), 

La pro'tef';·~~l;:,A~}: cÓmponei1tc cclul;1r. ma.vor. l'l 

complejo <i'ti~2;~·~.ViTod~~· T~s·~roteínas)~~\1{ famiii~., .JJ~ {pueden 

formar· t~n~c)'\h~n1·~;lÍ,¡ne;o·~;c~~º.~e.~ef~dX~e~~.~-; .• i,?-s.~u:~1·e.~: .. si~-~~P!lccs 
de unirse "a los-''~~'i ti~i AP 1 : tas; prot e í nlls ciri l ~if~,¡;{1 i ~ 'Fbs no. son 

- ·.'. -~:· .,;· ,,, _ ¡"- . ·¡; . ::··,_ '¡:·: ,~. ' ·.: .. ,·. _-,. : ::~:. ~" 

::::;::s:e¿:~i~~Ii~;i~~t~~~J~ª;·~.~'.;é~.1·~~:~~t;~t:g%~~1~? :~1s~;r1%z~-r:.:::~ 
:'.F'.' ~-2:~~~;:·'"" \_-,!i:::=;~ 0·:. --~ -~:_;_,.-_ :\;':~.-i-~J- >"·~, .~,~-,,>-:'-·: ~--x :->·' 

es t nb 1 es. Se. h/Í, Úbs e r~ndo. que· 10~ dí~ l c~¿,'()f,!ié'r~~·i Ju1i:'f.us •ti~ ;;Ü11;·u11!1 

mayor-· aé: t.i; i d·cuf:~:a~~~,J~¡ ~~, ~1 :'DÑ;A~qu~~:t,'¡~{ ~ólÍ1~·~ r i1e:ib~,:~,';~:~;;~,Es tas 

di f c rene i u~·, ~~1· ;~,: i~c ti v·;-~a~ -~/r·\~n';;¿~ti~¡-::.n~X ,,;~'.~ son ·\16\1YJ11~> ;; l 11 

afinidad ·.·ci~· .és t6;~;:(;,,;:ín~~os,pdr:'c I' ~i~men to'r s.L ;~~'in~~" ~}¡¡;p~;r ,'•1 us 
;:.-_,<':~· :;· /',_~,'· .. ~·:· ~ ~,y.,i .. '·' ·~:-,_.::~(°' / , -·,;,, :·::·>- ~·,1:- :·0·•::·- .: • .-. ····--

di f c rene i a~. qu'e ¡Jre sen tan er1•·cuiínl'o •;n ·¿'i{t¡;¡; jf¡~jj;(J''t~ ;;11'f~a·.:~~ 'él ce i r' 
-:.: ·-::-, .:.,.~·~,,'.:::·::::·:: ._..-- .: - ,.._,,--~:;·.;:·¡· ,._.:,-·-'·: :·,j.;~-$~:¿;~~::':··:-:s;,_: .. ~Y;~·-.,., 

los heterodímeró~{$c;íi~~·á5.;'e;ta:b''1e~·a·· ~7·c ~'lf~\f:{~~· iloln~dímeros 
. ~':';'.· ,,_ ,_.,_-... :. - -:_ ';. ,·: .. ,•_, . -··, .":.·._. ;."'¿"-. . ·:::..> 

( Smea 1 e ( al J; ····-Í~89) ,·res.to~id~';~~lll;~ '6¡;;l~~cu~h~T~ :;~u•.''!; uíi1c1í'iu •e 11 e 1 

número de 'mi)'¡ é6~ í'~s;;,J~ri-F6s:"c¿k.i~~P~~c'{ó :~~t~~~'f~~~Ju~; et 

al., 19~s~t Chiu' .::;.7f~~r;-: '•1•~·88;:;~n;l~~e-6o~~¡.: .. ¡¡l;, 
', ,• <:·:::t''' 

1988; 

Kouzarides ·~·•.z'fff_;·.·1?.~~}\.> 
Los mi·~'.~i.;;i,~'•cie/1'~'ili~1ilia Jun: .• c-ju¡;, Junll'. .v Ju1H){ c~mparten 

- -:~~-: .. _;:' ~:: .: ,·/· 

una gran hÓ~1~1ri~~.ª ;.;;" •'sü:· sécuen'cY~ riu~te~tí cí i i:~, '5 ill ; e111l>~rgó, ·e 1 

gen Junll de ·h~n1il;;g ~stá ~1ás ést;;~~iia·,;;c;Í~~·~re\u~;o1lat1l> ul 
> • • • - •• • • 1 • ' • • • - • • • • ~-•• ; : • • : ' 

gen .Ju nll 

de ratón, que su contraparte c-jun de humano, é~to prueba que las 
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diferencias entre c-jun y JunD han sido mantenidas a lo largo la 

evolución. La mayor parte ele las diferencias entre estas. dos 
. : ': ' ~~ ' . ' ...:,· :" 

proteínas se localiza én lar~gión nmino termi1111l,.q,ue,es lu que 

les confiere la funciórf·d~-a.Cti~nd;;l:;'tr~~scrÚ>cÍbri~l ?rni'¿ntras que 

las regiones ele m{1yOr'.ÍÍC.rnío'logí~rcside~eri e'id~~Úli~:.crn tinióri al 
\" .,.·.:· ·<;;';':-:··<·. ·- ... -"°' ''• .;,,_,·. :·:·:. .-,·-.. ~~~,·.·· ·-;; :::,·~:",'3':"; 

DNA (Schiltte et a/';·,<1989')·;·.< ·.·.·······-.·····./'··· c;\'.\' :· .>· 

El nivel de ,·f~ans'~'.r{~if¿n.-~~-~lá;s ~~e~~~·¡;s·,¡~~([~; r~~11i1a Jun 

parece varia} c~;t j~s·.'~iféFent e~:~st'i .~~1~-~ ~'iVP~c·;:i~Íi{~~:.:, n;icrit ras 

c-j un y JuriB' ~e~·(Jcihct~·~ ~·i}~'·~J~:,~;-'~·~:~ír~~·:~s'.~-nli·f~i~ng·•~:·,"rf~-,.~'.~1>res i ón 
:;.·;-.;-·'<;( ;· .. , :-:r''" ¡·-;_·· .• -':,,),_.-'.>·'.1 __ ,_ .. ,,,. ·:·.··~'.:[:·· __ , __ ;.~~-i-~_i';;,::,·: /~: 

de JunD parece var'·iar:•poéo';(Hira'i,·et~!';, 1989; Pertov,aaf~'et al., 
-- ::: . :.~ t', :..í>.,, - ".>~,·- ·._.-:: : '.e~'· ··• ~· , ··.' ::e:·:. ~::·:~::· .(~:~:. · ·.:·.-:.·:· -~-. 

1989; Ryder ét alf!.i9s,9¡;'.· > ·-····.· 6:'.( .. ( 
~.: . . '·'.:" '..::_~~-.~--- ,,. <>:;:::- ···~-~-· 

Se ha encoí1frndó;~· que~;i C:'-Jtin\~cs; /C:upaz i'·Ílc ~~1ci i vnr 111 

t ranscr ipc ión en a'~~~en~ ¡4~, ci'~ f.os'~'··:é;h ~¡ éf~5ií''1 f~tlü;s ,-~tsi~rc~ éiue e 1 
;-'~"'.:·< •L• ;:·;·,, '...>·.· ·-·-·''~;··."~o: ,.:;:_ !,:::·:,'.e J>. 

complejo de. horríoJ[,;l~ros /<1é) ~:-Jún/s~? it)f¡i¡ü<t in •'ivo: y es 

completamente acti~~·n::1~¡;ti'~~y;~1\i,Kí~~sfasÁ~·s1~~d'f~¿1~sI~ :19s's>; · 
Se ha obs~ f~i~'o .x~~: ~i;,~wn;~;~ (~(~·~ .,:yn:~~:~.:1:}J-~.i~11<'ci~ ~-fos. no 

aumenta 1 a ~et i viclacl t;ráns for'~an.~e de~.;f.:jun\.j o sugiere ~:~é c-jun 

es t rans form~~?e;·~j~( 1·~ ~~Ud;,· e~~ c~f()~ ;f~~/o·~t~f·?t·:s• ~Oll¡:ple tá1ne11 te 

dependiente :de'.:clJun;< .. : - - · · 

El propi~'., 1;~.~;~:oior c~J~n pr~~¿~tn,; un sitio ·API, este 

: ::::::: :,: . ::;~~;aJ¡ d:~· #;i}·f~f ;.:::;;s::t:~~.~:j} ;:.::: 'º~.: ':::~ 
y JunD no lo s6ri .;{d~'Sh~~h'Ü~iJÜnn''n~t ú~\~;,mo un r~gulad~r, ~e~~ ti vo y 

'<\' \;:; :-: . :' ,;..· .·\,·¡:' ":~ 

se propone que l~~ uiliÓ~ 'cie >iJ~ll ni promoto1· de c-Juí1 l>ocl~ftl ser 
'';-\• ., •... ··-· ' 

" ·._r·,· ·:o.· 

responsable de la<falta de inducción por TPA, comose obs~rva 
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después de un corto pretratamiento con cAMP. Mientras que la 

expresión de c-jun es inducida únicamente por TPA, la transcripción 

de JunB es además inducida por cAMP (Chiu et al., 1989; Angel .y 

Karin, 1991; Deng y Karin, 1993). 

Una cascada de amplificación es generada cuando el. complejo 
-, ,; r.:' 

API inicial estimula la transcripción de c-jun eri·el ;gontexio de 
~;.· ':;-:.<>.~· :;; ,_c .. ;,:.·.; 

at>undante proteína Fos, llevando a niveles mas. iilt'g~.·1li.·i~'ct'ividad 

de APl. Potencialmente esto podría ser un evcnt~ t1~Íl~:/~{~~~·n'ie, sin 
_,'.,;_ ',·,.;, ··:-·",'·:·,- ·_. 

embargo, existe una rápida regulación. ,"?~g.~:~i~aj:/d'Ei) '~si~tenía, 
ocasionada porque los RNAm y las proteínas i~~-~l~;c:;;~~~~~t~:~n'eri una 

·.'-~-~: ~~.:o,_<-;·,·.~::J{~: ;,--~;~·;-'·;_'','.' <"-< .... :~:',-:·· 
vida media muy corta, además de, que;Cille ;éX"fst.c~<'~'.~~;{rcgúf~ción 

negativa de c-fos ejercida a través de-~~~ ~ttici:'s·.~A'r1 ·(sassoric­
- ,~·:.-· . ., >: ·_:·(/ )::::;, '. ',-·' >~',t~· ... _ ... _ . , .. ··- l.• 

Corsi et al., 1988b). ·:,:,.,_,f \'.',1 -~¡ .,,·;~". 

Sin embargo, aún en la aus~ncin' 1 d~.cf.gs;,,. l~~'!,molééulas 
remanentes de c-jun pueden ser sur'i'~i 1e

1

~tes pa;:: .~~rÍ:;~~~}};1;{; al ta 

actividad de APl y su potencial t;~rÍ~rb_illl~~{~;;(~dfrut2t.·~2ét•aL, 
1989). ;, .>)';;' < 

La coexpres ión de JunB y c-jun una 

disminución en el potencial de t ransact i vac ión :~J·,:~":l~T~;;ú 1 tima ... ;..'.,·--/'' -_,,"'"_. 

proteína, debido a que JunB forma preferencialn1~l1t~'ti~Í~ro;d meros 

con c-jun, disminuyendo de este modo la form~ciÓ~1;dct1;J;{,~1;1Í11i~~l1s 
c-jun. Los heterodímeros c-jun/JunB tienen una actÍvf~~~l:cl~;;Ú~iÓn 
al DNA baja y por lo tanto actúan como transact iv~~ó;·e~·-p~bres 
(Chiu et al. 1989; Angel y Karin, 1991; Deng y Karin, 1993). 

La proteína Juno no es capaz de activar promotores que 
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co!ltengan un sólo sitio APl_, esto se ha demostrado tanto para 

piomotores naturales como artificiales, sin embargo pa~ece actuar 

como un activador efectivo en promotores artificiales que. presentan 

múltiples sitios API (Chiu et al., 1989; Shütte et a1.;)9s9). 

Aunque no ha sido ampliamente analizado el ter~~r~;i~mbio de 

la familia Jun, Juno, es también un transactivado~,-p():~~-.;.'~.t"~ciente, 
sin embargo, se ha visto que cuando es cotraÜ~~~~,~~t·b' éj~raf'o con 

tan eficient~~~iii'~ -~~~º c-jun c-fos, estimula la transcripción <n/, -e/:~<':·::'· ,._ :·~,,::·. 
(Hirai, et al. 1989; Angel y Karin, 1991i"> _., , ,, _,_ 

Existen varios datos que sugieren ~uc;•; l.~~-~~}~t'.~Í~~ JunD puede 
·,;:., ~ , ,~~ :_,.·L..::~~1·: ·•· · 

ser la que esté activando el promotor'de'•"upv:::18\'•>E:1{Í>Ci.mero es el 
..,. -.:~:·.: -,"·.:.:: 

hecho de JunD requiera múltiples sitios· APl·'.:Pllra actuar como 

activador de la transcripción y lJ pre~encia.l:le\ do"s sitios APl en 

la LCR de llPV-18 (Angel y Ka;i~T :·~-9{). _Otro hecho es la presencia 

de grandes cantidades:. de. '.ÜuriB en las células de las capas 
.;.:; ?:·'.:::._\:·_·,! '::·:.· 

superiores de la epi'd~rn;is'/ que corresponden a las capas del 
~·--'·•' · __ :;;, 

epitelio donde se ha de't~_;;'taéi"o una transcripción eficiente de los 
'."'.,;;'.;" 

genes E6 y E7 por. hibri_d~~iÓn in situ, esto sugiere que JunB puede 
''i-

estar involucrado en l~::'esl?ecificidad tisular de la transcripción 
• ___ .I,_._ 

del HPV (Durst et al, .)99Í). Exf.lerimcntos de unión'fde fíictorcs 

nucleares de quera/¡ri~~no·s y líneas celulare~:· cl~rivadas de 
•"\'. . . ·- . ·., 

carcinomas cervic~l~~{~:~dios API del llPV-18 mucs~~~~::q-~c.,Ju¡1B se 

une con mayor ariñÍd~d -~estos sitios que los deni~l;,;1i~~~-~o.s de la 

familia Jun, ad'~ll{á~!.<~~a~do se utilizan nnticu~r~~s ~~~~~cfficos 
contra cada proteína ~e.~bserva que el TPA activa principalmente a· 
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JunB, una pequeña porción de JunD y con respecto a c-jun, 

prácticamente no se pudo detectar complejo (Thierryet• ~l. ·1992). 

La modulación de la actividad de c-jun por fosJod l~ción Y 

desfosfori !ación es compleja, ya que la fosfori laciórí de c-jun en 

sitios cercanos al dominio de unión al DNA disminuyen:la actividad 

de unión a éste y la desfosforilación de uno de éstos sitios por 

una supuesta fosfatasa activada por la PKC resulta en un incremento 

en la actividad de unión al DNA, por otro lado se encontró que la 

fosfori lación de c-jun en sitios de la región N-terminal que 

cotresponde al dominio de activación, incrementa su potencial de 

transactivación (Angel y Karin, 1991; Binétruy et al. 1991). La 

expresión temporal de H-ras ·mut•do y c;..j un lleva a una 

hiperfosforilación de la serina G3·~73:de c-junlocalizadas en el 

en el dominfo de trnnsact i vt;~¡¿~ :~~~terminal así CO!llO, una 
. ··,'·"'..>" -

desfosforilación de uno o mas sitios del extremo e-terminal. El 

nivel del RNAm es regulado pos'iÚvamente por ras (Smeal et al., 

1991; Sistonen et al., 1991). 

El complejo APl esta sujeto también a la regulación por 

interacciones con otras .proteínas que no pertenecen. a:·la .. famil ia 
' .. _,, -..... -, - -·;--

jun o fos. Dos protef nas?' que"" se demostró . reci~~t;;,í~~lte~ que 
-~'-"---"='i:;"".:----c.~::-:.-,c-o-0·0·.--- .- • --:.' .' 

interactúan con eT cpmplejo A(>,~;~~iniodificari su ac'ti~id~d ~on el 

receptor activádo d~glucocoFti'c:C>i~i:i'so(Jon~t et. a1t'1990¡ ~~ng-Yen 
et al., 1990; Schule et al." :'1990)·. y i~ prote.ína ElA del 

adenovirus-2 (Angel y Karin, 1991). 
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Existen varios resultados que sugieren que la actividad de 

APl puede estar siendo regulada negativamente por glucoco.rticoides, 

de hecho la unión de un sitio 'APl a un promotor he'terólogo es 

suficiente para conferü taAtj respuesta a TPA como revi~~·~Í'on por 

dexametasona, esta re~resÍóri. es mediada por el receptor a 

glucocorticoides (Schule(ét·'.'~1., 1990; Yang Yen et al., 1990). 

Cuando se purifica.el 'i:e·J~ptor a glucocorticoides, éste no es capaz 

de unirse a los si'tios·APi ,•ni la proteína APl 
~,'.:_'' J<~ •t)[:; ·. 

ni elemento de 

respuesta a glucocor(i~oi~es· Se propone que los homodímeros c-jun 

y los heterodímei-'i;::;;t~:'j'~'.~'. .Y·k-fos in_teractúan con el receptor a 
. :~:_:· : ' '7~" 

glucocorticofd~s·'y t'orlliari'ün co'Rli>1~jó que no es capaz de uniri-e a 

sus respectivos elementos (Lec et al., 1987b; Yiing-Yen et ni., 

1990, Schule et al., 1990; Jonnt, et ni., 1990). 

Glucocorticoides y sitios ORE 

Para el caso del Hl'V-18 no se puede des~aria:~ IÚ: posÍbi 1 idnd 

de que también ex'ista una interferencia negatit·~·~co'~. d ~;ot~ína 
APl y el receptor a glucocorticoides (ThÍ:r~:v·(:t·;ia1'.,C 1992) . 

·~· ''• . ·.:,·::o'.,t> 

Experimentos que comprueban 1 a aseverac i 6~ anierior/se'.h icle~or{ con 
----·---c:,---:;_:¡:·_·'.-., .. i·.-. 

ratones t ransg·éf11'~~~ _que por tabª"'•ª t~8~ri re por~~¡:º ;In2z.'l>~1º e 1 
-.¡. ,, - . "' ·:---' ,, ,. ~ - - •• ;:. ':~ ,·-,_ :·-,;,;·:: :·'<'; .-· 

control de la LCR d~( ;'Hpv:...fa;;cÍe~pués de 12 h de t~;¡·táini~rito con 
·;··''~;' ,:''···- ·-:.·.-f,,,:;_;,·' ••... : ,_ .. :··-·,. '::'.-~.~,:.~·;:'\ ',·:) 

TPA se obS'crvu''~ri' inci;'c11Íc1Íto Ílc por lo menos dós''vc'ccs' en In 

actividad 'de la beta galactosidasa; después de 12 h y 24 h de 

tratamiento con dexametasona se observa un incrc~cnt~ y un 

decremento en la actividad, respecti~amente, esto muestra que los 
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glucocorticoides inducen la expresión poco tiempo después del 

tratamiento (6 a 12 h) pero la disminuyen después (12 a 24 h). Sin 

embargo el tratamiento concomitante ~on TPA y dexumetasonu muestra 

una disminución de la actividad de beta galactosidasa a las 12 h, 

si se compara con el tratamiento que incluye sólo TPA, esto indica 

que los factores de transcripción involucrados no cooperan entre 

sí, mostrando una interferencia mutua (Cid el al., 199))~· 0 

El mecanismo por el cual los glucocorticoides )~t}~~nt~n la 
.;; : '. '"··. ~ 

expresión del HPV-16 propone que la hormona estero.ide ai'raviesa la 

membrana de su célula blanco y se une al receptor dé 

glucocorticoides (GR) que se localiza en la región citoplasmática. 

En la ausencia de la hormona glucocorticoide el monómcro GR es 

inactivo porque se encuentra asociado con una proteína de choque 

térmico. La unión de los glucocorticoidcs disocia el complejo y 

activado el GR es introducido al núcleo donde se une al DNA en el 

sitio ORE, incrementando la transcripción (Patcr et al., 1994). 

Estudios in vitro indican que el dimero hormona-GR aumenta el .nivel 

de transcripción al facilitar la formación del complejo de 

preinicio de la transcripción, de tal manera que el ~.~~~~i:~mó de 
~· ;<' :· •• : •• ·'' :; ; :: • ~. 

inducción parece ser a nivel dcl'inicio de la transcripción:'(Patcr 

et al . , 1994) • 

Los elementos ORE e.le muchos llPVs, incluyendo.éLc.lcl lll'V-18, 

también funcionan como elementos de respuesta a prógesterona, el 

mecanismo por el cual la progcsterona aumenta el nivel de 

transcripción de los genes del llPV se piensa que es similar al de 
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los glucocorticoides (Chan et al., 1989; Pater et al., 1994). 

A pesar de que se ha reportado que e 1 HPV-18 presenta dos 

sitios GRE dentro de la LCR, uno dentro del promotor. y otro dentro 

de la región incrementadora constitutiva (Cid et al., 1993), se ha 

demostrado que el único sitio funcional que presenta respuesta a 

glucocorticoides es el del promotor, ya que una mutación en este 

sitio es suficiente para abolir totalmente la estimulación 

dependiente de hormonas, esta actividad no pudo ser funcionalmente 

compensada por ninguna otra secuencia regulatoria de la LCR lo que 

sugiere que no existen sitios GRE adicionales que contribuyan a la 

inducción de la transcripción por hormonas (Butz y Hoppe-Seyler, 

199 J). 

La·proteína AP1 y su interacción con otros oncogencs 

Se han encontrado diferencias en la capacidad de AP1 para 

activar o reprimir la expresión de genes a través del mismo 

elemento regulador y esto se:'.puede atribuir a varias causas: al 

promotor en el dicho elemento y al. ambiente 

celular, a las modifié~~i;~·~cs que sufra la proteína AP1~ en cada 
\~. _,_~;~~: '.";$_~·-~:-~~"C:~-·;; ·-= 

tipo celular; a la.cantidad de «lguna proteína represora de.,.APl y 

a los niveles de .~:~~~~,i~~d/de;APl o su composición (Angel y.Karin, 

1991). ;){ ·,;. 

Transfeccione's.J~e~~resión temporal de varios oncogenes tales 

como: src, H-ras, \''}~r';;:; neu y mos provocan un aumento en Ja 

actividad de AP1: Est~:~·: oncogencs emplean diferentes mecanismos 
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para modular la actividad de API. La expresión temporal de 11-ras 

activado incrementa Ja expresión de c-jun', JunB y ;c-:fos, pero en .,,,., 

células que exp'resan co~~f i t ut i vnmcnl e ·ª 11::..rns nlu t adb. lu' cxpn:s i <>n 
:·": ._· ·, .,.. 

de JunB y c-fos yá· no es Í~duciila (IÍerrlich: y Ponla, 1989; 

Schontal et al,, 1988). ·~~ú-:>: . ·~::\ 

La expresión de la pro~eín~<{JK~'o-·}¡;~~,¡, j~~;{líi1eá celular 

transformada por ras se reduce a 'Un,,js'~j'.c_§~.~~r·~·~ i
1

~n.·,-co11 1 a 1 í nea 

celular no transformada (Pfarr et••a1;•,.;199:J~):' •-. ·----

Se sabe que el gen c-jun' ~~ ¿¡:~~~ 'd~.·~~Óp¡;~'r con ras para la 

transformación celular, ya qÚe ,se•-~h,:ti-sto}~~i}'~~ras incfementa e 1 

pote ne ia 1 de t ransa~t i vac iói.<'[~~~,'.;c~~~jt~.;r~.~·-~~f~(c.~'['r~x~~.i~~ª: con un 

incremento en el nivel de;roúo'rifaciÓn:d~l'do.ni'into•f1e.'ité.:Í'ivación 
··,:~~':'·;·..c;_:t' '..~'°.:.··;,.-:_-:;{","i~-;:-~:~~~-;c,:' -:· ': .. ~._ "-f.:T~_ ·-·- :.;:.~ ~~\~'-.: ":'{--l,';.---,~_,-~-

N- terminal, este ni ve 1 · ci~ .. f6sro'~i l~'ci~n'';các"· 'C:Jhh•cs\c~¡~t1;0 vtices 
• ·.¡,v,;-;,., "''•• _..,,.-. '- _.,, • ¡ ., ·:·•"'.• 

mayor cuando se c~~r~:n~f~~lri~';·';;~k.•l!~·r~·~-·riv~k ~ti,rif {·~·jg;,sQ'.~ricon tró 

::: ; :~'": .. ~~ ·:J:~f t,~·~;~r~\'K·;i;;:;f;~P~1~:f ~iir?J~:;~(!~t~,: 
reportado qti~: JÜ~~~Y f~~':pidí ~n iid~;ib~~i':t~~ri~

0

~6j:~~gi¿~ .~·e,¡célu 1 as 

primarias cle<cl~b,~~(~rii'~,,~'e;{t;~:~a; ,~~~;~:~e·,(fn,,~·~;~:~~>~.;¡~,ci~•··- ~~~\-cuando 
coopera con ci-j u'n ;'.Fertéstos .expcrin1en't'C>s:.se'observó(qú~\ tanto c-j un 

como JunB nt~f"t;¡~}'en en:t re·_ sí oc~s io~~a~~lo~:·na r~,~~;~~X¡·~~ nega.t i va 

(Schutte et ~!\) i98''~,) ... · '.,, - -. ··~~;)~ ~;:,\;>-'"~.~. \+, -,-,-

La ¡)f(){~'íria .Íun;·o::~~·z~/ic.í;~n~ii¡·;~_d~ }-j~k!Y'.ino,s/r·(, disminuir 
' - ' '.·· ¿."..._~ .': . - '• -, .-.·,::'·,-:;· ";" ;-~~-

parcialmente -·~¡:,e fecto.''de :transfoi111ac ión •.de .un gen . ras' activado. 
c'J ~~ > • ; {;; ', ';' ';., • .. •. : ,; •' , •; •J , ':>'.- • ', , , ~ .'::") ;e; .:C,' • ,·; • ~- '- ; 

estos re'sultádos, ir1dican que dos facfo'res de 
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estrechamente relacionados pueden funcionar de manera opuesta 

(Pfarr et al., 1994). 

de fosforilación de c.;.fos lo collvierte en· un autoré~;esor, por 

tanto la mayor parte de la nct ividad API en célullÍs trn'i1s.fori11ádas 
... ~ ''' r,:·· 

por H-ras es probablemente sostenida por una forma rClsfÓriiáéla de 

c-jun (Dinétruy et al. 1991). 

Se podría decir que la función de la 

transcripción de una variedad de genes en respuest'a'a:úii' estímulo 

de los receptores de superficie dé la célula'!~~~.:h~ri~:~·¿,;;~;tados 
ii,· -~}:_~:.. i'J< 

a diferentes vías de t ransdu~~c i.ón· d~:·;~eña!~s.', ér:.~-~~t·~.LAPl ·juega 

un papel general en la tran~
0

du~ci'ón.C<le~~fiaÍe~:/cl~sd~ la membrana 

hasta el núcleo (Angel y kaÍi~, 1~911: 

El gen ras 
. ; . 

El gen ras fué identificado originalm~nte como-un oncogen del 

virus de sarcoma - de rafa y que 

desempeña un papet'c~ucial-:~n:elconti~l del cre'cÍmt~nto dcicélulas 

normales y trallsi~rml~<la'~ (n·~;b~~J.<l; i\;~~): , "-> ,,, 

Las cé 1u1 as_ d~~.ilíl\111Í re'iCl5.;\~xp'r~1á~>-c'~c~ é~'ój.rEeÍna~- ras~· H~ras. 
N-ras, K-rasA y K~~ll~ll,;';t~~~ll~- c~¡¡¡'(¡~~Ail,'liP~-~;¡,•~-~11ü;:1>"fC1 l~íl1u Td~·,.18!1 
aminoácidos con un -t>es6 .;iJd~ula;'.f apr\J~iinado.jd~·-~1 .kda;-,_~iendo 

.. :·!.·-;;:· _,, .;:;_ ,.~ - •"h.i' "'"'.:~>':· _; .. .:./· ·•,>-·· ,,·~·:.. •''(" 

generalmente designa~as conio p2i: La nlnyci'r'parte_de''._la -s~_cu~ncia de 

aminoácidos se conse;va ~n los diferente~ tipos protéic~s.' Cada una 
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puede funcionar como un oncogen después de una activación 

mutacional, ya que se ha visto que adquieren propieda~es de 

transformación por mutaciones puntuales que , afectan la 

incorporación de los residuos de uminoácidos 12 y ·61, en su 

respectiva proteína p21 (Marshall, 1988; Doguski y McCormick,. 1993; 

Santos et al., 1984). El producto de estos genes mutados ha perdido 

la habilidad de hidrolizar trifosfato de guanosina eficientemente 

y llega a estar activado de manera constitutiva (Finney y Bishop, 

1993). Además de las mutaciones puntuales se sabe que la 

sobreexpresión de ras es capaz de producir transformación celular 

(McKay et al., 1986). 

Los gen~s ras codifican para proteínas que unen nucleótidos 

de guanina, tienen actividad de GTPasas y están asociadas a la 

membrana plasmática. Estas proteínas participan en la transducción 

de señales a través de la membrana celular (Darbacid 1987). 

Se sabe que la activación de las proteínas nis es un puso 

clave para que se desencadenen las vías bioquímicas, esto ocurre 

cuando el 1 igando se une al receptor de·supefflcie, :que es a su vez 

una tirosina cinasa (Fig. 3). Esta clas~,)~~;:'r'.~:C:eptores responde a 
~,_-_::_;~'. ;::_·-.:-=--!--'"~:-¿ -.~ -.7 <; .. ,: 

una gran variedad d.e moduladores""t:elularés:que:}ncÍuyen factores de 

crecimiento y neurotróficos, así com~.°-'f~~t~i-·~~}"t~~~Í¿;crados en la 
-·_,' 

respuesta inmune (Darbacid, 1987.; Bogu~~Í y Mcc~;nii~k. 1993; Fcig, 

1993). 
,'··· 

La conformación GTP de nis es la. fo1¿111a ac~iva ya que puede 

interaccionar con su molécula bl~nco que traduce la señal y la 
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• 
Ligado 

Receptores Adaptador GRF 

Fig. J. Mecanismo de .activación de ras. El factor de crecimiento 
(GF) se une al receptor (RTK). El receptor activa una proteína que 
es capaz de eliminar el GDP unido a ras (GRF) a través de un 
adaptador (GRD), pasando ras de la forma unida a GDP a la forma 
GTP. 
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conformación GDP es la forma inactiva ya que no puede estimular la 

molécula blanco. Las dos formas pueden .intercambiarse una en la 

otra de dos maneras; una es la reacción de intercambio de 

nucleótido y la otra es la hidrólisis de GTP. La disociación de GDP 

del complejo proteíco-GDP está limitada por la velocidad, ya que 

una proteína libre de ligando inmediatamente une GTP que es más 

abundante que el GDP, la liberación del GDP unido a ras es 

catalizado por factores que liberan el nucleótido de guanina 

(GRFs), de esta forma ras es activado y una proteína "adaptadora" 

(Sem5/Grb2) parece mediar la interacción de algunos GRFs y el 

receptor activado (Kaziro et al., 1991; Feig, 1993). 

EL GTP unido a la prote{~a es_ hidrol izado por la actividad de 

GTPasa de la propia proteíllá,' sin embargo, las proteínas que 

activan a la GTPasa aceleran dramáticamente su hidrólisis, pasando 

de este modo, de la forma GTP a la forma GDP unida a la proteína 

(Kaziro et al., 1991, Satoh et al.,1992; Feig, 1993) .. Lft proteína 

ras-GTP trasmite la señal a otro oncogen llamado raf~l y de ésta a 

una serie de enzimas llamadas proteínas cinasas ·activadas por 

mitógenos (MAPK). Cuando las cin_asas MAP son activadas en respuesta 

a factores de cTecimiento, con~rol~n la actividad d~-~l~as,enzimas 

que unen grupos fosfato a süs:"mocl6culas blanco (Mari(;''.1993). 

Recientemente se han. ~n~l'rz~do:tumores cérvico';~-{~~i;1os y se 

ha encontrado que además de pres~~t~r.:~~d~~iíc{h-~t.i~~t~6•:·:·¿ri alto 

porcentaje del tipo de adenocarcinoií1as•·prc~entan ~.l 'gén u2ras 

mutado (Lizano comunicación personal). Est~s ·~echos, junto con los 
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análisis in vi tro. que muestran l~ cooperación entre los HPVs y 

otros oncogenes para causar transformación celular, hacen notar la 

importancia de la presencia de factores adicionales al llPV pura que 

se lleve a cabo el desarrollo de este tipo de cáncer. De hecho se 

sabe que el proceso de formación de un tumor requiere de varios 

eventos celulares para convertir una célula normal en una 

transformada, el cáncer es una enfermedad multifactorial y la 

presencia del HPV en conjunto con H-ras mutado, puede estar siendo 

determinante para el desarrollo del cáncer cérvico-uterino. 
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JUSTIFICACION 

El cáncer cérvico-uterino ocupa el primer sitio en mortalidad 

por cáncer en la mujer mexicana. De ahí que su estudi~ para una 

mejor prevención, control y cura sea de gran importancia. 

Se sabe que existen muchos factores de riesgo que favorecen el 

desarrollo de este cáncer, sin embargo, algunos parecen tener mayor 

importancia que otros. Análisis del DNA de tumores cérvico-uterinos 

han mostrado que en más del 90% de ellos existen secuencias de DNA 

de HPVs. También se han encontrado en un gran n~mero de tumores 

alteraciones en genes celulares, como es el caso del protooncogen 

ras. Existen además, otros factores que favorecen el desarrollo del 

cáncer, como es el uso de anticonceptivos orales, ·el tabaquismo, y 

la procreación de muchos hijos, entre otros. 

El comprender los mecanismos moleculares que relacionan la 

presencia de HPV y H-ras mutado con el cáncer cérvico-uterino, es 

de gran importancia para desarrollar mejores medidas terapéuticas 

e incluso proponer medidas que reduzcan al mínimo el desarrollo de 

ésta enfermedad. 
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OBJETIVOS 

Determinar el efecto del gen H-ras sobre la actividad de la 

región larga de control (LCR) del llPV-18. 

Determinar si el efecto de H-ras se ejerce a través de los 

sitios APl de la LCR del HPV-18. 

Determinar cuales miembros de la fami 1 ia Jun· regulan la 

transcripción, en respuesta a la actividad de H-r~s. 
. ~ · .. 

Determinar si el elemento de respuesta a glucocorticoides 

actüa como un moduiador positivo o negativo de l~ t~ans¿rip~ión 

basal de la LCR del HPV-18. 

.... 
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MATERIAL Y MtTODOS 

Material Biológico 

Células: Las células utilizadas para los ensayos de transfecci6n 

fueron las C-33, éstas se derivan de un carcinoma de cérvix y no 

contienen secuencias de llPVs. Las células fueron cultivadas en 

Medio Dulbecco Modificado por Eagle (DMEM), suplementado con suero 

fetal al 7%. 

Bacterias: Las bacterias que se utilizaron para obtener los 

diferentes plásmidos fueron E. coli de la cepa. DllS!llfa·~ ·Las 

bacterias fuero.n crecidas en medio Luria-BertanidDacfotriptona 1%~ 
' __ , • --.;:'.-;:.:" -·,-.•:,· •• ·:·,""··.'..• • e 

extracto de levadura o.5%, cloruro de sodio 1%; pH"i;o/).~ ·medio 
'.,;·:> 

SOB (Dactotriptona 2%, extracto de levadura 0.5%,•cli>'~ti~ro·Üc:~odio 

0.05%; pH 7.0). En el caso de las bacterias;'~;~~;f~~ron 
transformadas se agregó al medio ampicilina a una concc~~r;ción~e 

100 µg/ml . 

DNAs recombinantes 
' ' 

El gen 11-Tas normal y 11-raw· mutado fueron .. clonados en el 

vector pBR322 como l;, reportan Tabin et al., 1982> 

plásmidos que expresan. Los Jun • y. Fos ya fueron 

po;•> Hir~i: ~t ·Ü·~.<·J~~~'. El plásmido que 

incluye a la LCR del HPV-18 unida ~j ~~n r~po.~t,:ro CAT (Fig. 41 fué 

previamente descritos 
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LCRwt 1 
-838 

AP1 GRE AP1 GRE YY1 

-~60 0"---_ ..... ~-21~ ... --~-¡r __ __, 

p18APmd 1----------1r----; CAT 
-838 -460 

~1 GRE AP1 GAE YY1 
p1eAPmp ... 1 --------..1--;u---1--~ .... -~_r __ _ 

-838 -460 -221 +1 

p18APmpd 1-----------.---t 
-838 

LCRGremut 1 
-838 

-460 -221 +1 

AP1 GRE AP1 GAE YY1 
1 Ü"-----11'"'""'~ 

-460 -221 * +1 

CAT 

CAT 

Fig. 4. Representación esquemática de los plásmidos reporteros 
empicados en los diferentes ensayos de transfección. 
Nota: Los asteriscos indican el sitio mutado. 
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construido como se reporta por Thierry et al., 1987b. Los plásmidos 

que incluyen las mutantes APl de la LCR del HPV-18 (Fig. 4) se 

construyeron como lo reportan Thierry y llowley, 1991 .y Thierry et 

al., 1992 La mutante de la LCR en el sitio ORE funcionul (l'ig. 4) 

fué hecha por García-Carrancá, 199S (sometido). 

Bacterias competentes 

La cepa DHSalfa se sembró en medio SOB complementado con 10 mM 

de sulfato de magnesio y se creció en agitación constante (200 rpm) 

a 37 •e, durante toda la noche. Se inocularon 500 µI del precultivo 

en 50 mi de medio SOB complementado con 10 mM de sulfato de 

magnesio y se crecieron en agitación constante a 37 •e, l11ista 

alcanzar una o.o. de 0.5 a SSO nm. Se transfirieron a tubos Falcan 

de SO mi, en condiciones de esterilidad y se colocaron 10 minen 

hielo. Se centrifugaron a 2SOO rpm durante 12 min a 4 •c. Se 

eliminó el sobrenadante y lus bacterias fueron resuspendidas en 

16 mi de solución amortiguadora RFI (JO .mM acetato de potasio, 

IOOmM cloruro de rubidio, 10 mM cloruro-dei~~lcio, SO mM cloruro de 

manganeso, 1S% glicerol; ajustar '·ª''Pff_;(~/s con ácido acético), se 

incubaron durante 1'5 minen hiet°b''y:;:seé'éentriÍugüron a 2500 rpm 
~-c.'.--~~~.:: ,-:·~--,;o;,?~ -'"'---~.::---:::--· ~ :-::-:-;¡_-, 

durante 12 ruin a 4 ·c. se el iminó,iel.;sobrenad~nte:·y ~e resuspendió 
: -,~~· ,::-·-«: ( _., ;.-:·--- .. :_ ,,. "' 

en 4 mi de solución amortigu~d~ril?ú2 (lo mM MOPS o PIPES, 25 mM 

cloruro de calcio, 10 mM clorÜro de rúbidio, 153 glicerol; ajustar 

a Pll 6.S con hidróxido de potasio), se incubó durante 15 ruin en 
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hielo. Finalmente se dis_tribuyó en alícuotas de 200 µl y se 

almacenaron a -70 •e, hasta su uso. 

Transformación de bacterias competentes 

Se tomaron 200 µl de bacterias competentes por cada DNA 

plasmídico. Se incubó durante 20 min en hielo y se agregaron entre 

50 y 100 ng de DNA. Se dió un choque térmico durante 90 seg a 42 •e 

y posteriormente se colocaron en hielo durante 2 min. Se agregaron 

800 µ1 de medio SOB y se incubaron a 37 •e durante 45 min en 

agitación constante. Se tomaron 50 µ1 del medio con las bacterias 

y se sembraron en cajas de medio LB suplementado con ampicilina. 

Las bacterias restantes se centrifugaron JO seg, se tiró el 

sobrenadante y se resuspendieron en aproximadamente 50 µl de medio 

son, se sembraron en cajas de medio LO con ampicilina. Se incubaron 

durante toda la noche. 

Obtención de grandes cantidades DNA plasmfdico. 

Se sembró una colonia transformada con el plásmido des~ado en 

5 mi de medio LB con ampicilina (100 µg/ml) y se incubó a 37 •e en 

agitación constante .durante tod1l la noche. El pie,dc,_cultivo se 

agregó a 500 mi de medio LB con ampici 1 ina, se incubó;a,J7'ºC hasta 

alcanzar una ·n.o. de 0.6 a 600 nm y se agregó clor1útrcnicol 11 una 

concentración final de 170 µg/ml. Se incub6 a 32 ~c~~n agi~~ción 

constante durante. toda la noche. Las bactcr ias se c~:lltri;~~aron a 
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4 •e, durante 15 mina 5000 rpm, se eliminó el sobrenadante Y se 

resuspendieron en 8 mi de la solución TS ( 125 g sacarosa, 25 mi 

Tris 1 M pH 8.0, agua destilada c.b.p. 500 mi). Se agregaron 8 mi 

de ELT (40 ml de EDTA o.s M pH 8.0, 400 mg de llsozirnn, 0.2 mi de 

Triton X 100, agua destilada c.b.p. 200 mi), se mezcló suavemente 

y se incubó 15 min a temperatura ambiente y 10 min a 70 •c. Se 

centrifugó a 40,000 rpm durante 20 mina 4 •e en un rotor 50Ti. Se 

tomó el sobrenadante y s-= le agregó un volumen de PEG ( 100 g 

poi iet i len gl icol, 29. 22 g cloruro de sodio, 5 mi Tris lM pH 8.0, 

1 mi EDTA 0.5 M pH 8.0, agua destilada c.b.p. 500 mi), se incubó' 

JO mina temperatura ambiente, se centrifugó 10 mina 3000 rpm,en 

un rotor SSJ4, se eliminó el sobrenadante y el DNA precipitado se 

resuspendió en TE pH 8.0 ( 10 mM Tris-HCI plf 8.0, 10 mM EDTA pH 

8. o). 

Purificación de DNA plasmfdico por gradiente de Cloruro de Cesio. 

A la mezcla de DNA y TE se agregó g de CsCI por mi de 

mezcla, se disolvió perfectamente y por cada 10 mi de la mezcla de 

DNA-TE-CsCl se agregó 0.8 mi de una solución de bromuro de etidio 

(10 mg/ml). ·se colocó la meZ't:la en tubos .quick-seal y- se 

centrifugaron en un rotor NVT90 a 85,000 rpm durante J.5 h. La 

banda de DNA plasmfdico se recolectó con una jeringa, picando el 

tubo justo abajo de la banda deseada. El DNA obtenido, se dializó 

en una solución de TE, haciendo varios c11111bios de In mismn. 
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Finalmente el DNA se cuantificó leyendo a 260 nm y se comprobó su 

pureza leyendo a 280 nm. 

Transfección de células por el método de Cloruro de Calcio. 

se crecieron células c-33 a confluencia en cajas de Petri de 

100 mm de diámetro. Se tripsinizaron y se colocaron en cajas de 

Petri de 60 mm a una concentración de 7.Sx1o5 con S mi de medio 

DMEM suplementado con 73 de suero fetal bovino. Se incubaron a 37" 

e durante toda la noche. Se cambió el medio viejo por fresco 

cuatro horas antes de que se hiciera la transfección, en este paso 

sólo se agregaron Z ml de medio. 

Se colocó el DNA a transfectar en diferentes tubos y se llevó 

a un volumen final de SO µl con agua estéril, se agregaron 500 µl 

de solución HEBS IX (8 g cloruro de sodio, 99.4 fosfato de sodio 

anhidro, 0.370 mg cloruro de potasio, S g HEPES, agua destilada 

c·.b.p. 1000 ml, pH 7.05), se mezcló y se incubó 10 mina 

temperatura ambiente. Se agregaron 25 ul de cacl 2 2.SM mezclando 

constantemente, se incubó 10 min a temperatura ambiente y se agregó 

directamente al medio de las células. Después de una noche de 

incubación, las células se lavaron 3 veces con la solución Tris 

Dulbecco (137 mM cloruro de sodio, S mM cloruro de potasio, 0.7 mM 

fosfato de sodio, 25 mM tris base c.b.p. 1000 mi, pH 7.4) y se 

agregaron S mi de medio DMEM suplementado con 73 de sueron fetal 

bovino. 40 h después de la transfección, las células se lavaron dos 
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veces con PBS (137 mM cloruro de sodio, 3 mM cloruro de potasio, 

8 mM fosfato. de sodio, 2mM fosfato de potasio, agua destilada 

c.b.p. 1000 mi) y el tapiz celular fué resuspendido en l mi de PBS 

y colocado en tubos eppendorf. Las células se centrifugaron l min, 

se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron en 200 1tl de una 

solución de Tris-glicerol (2SO mM Tris pH 8.0, 153 glicerol). El 

extracto celular se obtuvo congelando y descongelando las células 

al ·incubarlas por períodos sucesivos de tres minutos en un bafto de 

hielo seco con etanol y a 37 •e, repitiéndose por lo menos tres 

veces. Por último, se centrifugó durante 10 min a 4 •e y se 

recuperó el sobrenadante. 

Ensayo de beta-galactosidasa. 

Un volumen de SO µl de cada extracto celular se ~ott~letó a l 

mi con PBS y se agregaron 200 ul de o-Nitrofenil-beta-D­

galactopiranosido (4 mg/ml). Se incubó a 37 •e durante J ti o hasta 

que apareciera el color amarillo. La reacción se paró con O.S mi de 

carbonato de sodio 1 M. 

Ensayo de cloranfenicol acetil t~ansferasa. 

Por e 1 método de Bradford, 1976; se cuantificó la 

concentración proteica de cada extracto y con base en los 

resultados se tomaron concentraciones iguales para este ensayo. El 

volumen de extracto celular se completó a ISO µl con unn solución 
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de Tris pi! 8 250 mM y se agregaron 8 111 de acetilCoA (10 mM) y 2 111 

de clorunfenicol 14 c (O.I 11Ci/ul). Se incubó a 37 •e durante 3 h. 

La reacción se paró con 250 11 I de acetato de etilo y se mezcló 

vigorosamente durante JO seg. Se centrifugó 10 mina 4 •e y se tomó 

la fase orgánica colocándose ésta en el speedvac durante 10 min. 

Finalmente se resuspendió en ~ 111 de acetato de etilo y se colocó 

sobre una placa de cromatografía. La placa de cromatografía se 

colocó en una cámara previamente saturada con 190 mi de cloroformo 

y 10 mi de metano!, dejándose migrar durante 1 h. El tiempo de 

exposición de las placas varió entre dos y siete días. 

La actividad de CAT se calculó en un contador de líquido de 

centelleo cuantificando la cantidad de cloranfenicol marcado con c14 

acetilado y no acetilado. Del total de la radia~tividad contada se 

obtuvo el porcentaje de cloranfenicol acetilado, que representa la 

actividad de la enzima CAT. 
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RESULTADOS 

Efecto del gen H-ras sobre la actividad transcripcional del HPV-18. 

Para determinar si el gen H-ras tiene nlgán efecto sobre la 

expresión temprana del HPV-18, se cotransfectaron células C-33 con 

2.11g del plásmido que contit!'rlc u la LCR del HP.V-18 unida al gen 

reportero CAT (Fig. 4) y co~ 5 ¡lg de los plásmidos que contienen 

al gen 11-rns normal (pEC) oat g~~\H-rns mutado en Val 12 (pEJ). Las 

cantidades empleadas fue ron '<d'e t~ rrni nadas. con base en estudios 

preliminares en los que de concentración 

seleccionándose era más 

evidente. Los extractos después de la 
.. 

trnnsfección se utilizaron paraideterminar la actividad de la 
''-'-"<:: <'.UCVif':. ·.·.-

enzimu CAT, usando cOmQ::; :·su-~·t·J.:º8 t··o\::~ ·:«>·C-fO r1~n ren i co 1 marcado 
. ·, . ·- '· .. '> ... ·;~·::. '.t'i.. .. ,.,_- ·,;. 

radiactivamente. se lli~i~ici* ·¿r-~fu~~,?i~~{i·a·~: en ,capa finá y la 

:; :: :~:·:. ·:.:.:, ;;;;"~f ~.\~~~~~~!['~füi~~t;~f~ifü~t~,;i~1trYJif .~:, .:: 
- ·.· rry'.'._:lJ;t; - ,·~.>t: - -~· '·" -\:?\ '-~'.~¿}:~-:~:!.{:~_~:. •-\<~;·:: u.~: :.' !;f},':.:.~~¡-;~.r ~ --; !~'.--;: •, .. ;_ . -· 

ace ti 1 ado y no; aé:et i ladO~ "Los 'resÜ 1 fados- mosl:r!id~s representan e 1 
. ->"\:'>;'].>·;' , .. -Y~·--f·'·, · ,_~;; .· . , 

promecl io de:¡>C,i;c;¡()·;:~'~:n.~~:'5'~~,~,~~;~~'.. 

Los resZti~'J~s'.~~á:n0d~;lfn:~ muestran que el gep 11-ras normal 

incrementa~~% e·¡~i;~i~:~;.:,~~:'tianscripción de la enzima. Este ligero 
'¡~·:· . ..:- . < ··,,:t,,"'"• 

aumcn·to en la''expr~sf~~:;¡~'e,los oncogenes virales, se explica con el 

hecho de que la sob'~~~'xprcs ión de un protooncogen puede estar 

teniendo un efect~ similar al del oncogen mutado (McKay et al., 

1986), en es t.e caso e 1 efecto es menor, ya que con e 1 gen H-ras 
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mutado se observa un incremento en la transcripción de poco más del 

doble (110%), (Fig. S). 

Los res u 1 tados indican que tan to H-ras mutado como H-ras 

normal estan afectando la expresión de los oncogenes E6 y E7 del 

HPV-18, aunque en diferente grad~._-
:,;,, ,- :;~:";<;<:: 

Como se sabe 11-ras es :una- proteína ancladá a la cara interna 

de la membrana y el efec~o ~~J:;e la LCR del HPV-18 no podía ser una 

interacción directa, por ello se quiso determinar a través de que 

proteína podía estar actuando H-ras para ~ctivar la transcripción 

de Jos oncogenes del virus. 

Papel de los elementos de respuesta a glucocorlicoides sobre la 

transcripción temprana del HPV-18. 

Previamente se ha reportado que el sitio GRE podría actuar 

como regulador negativo de la transcripción temprana, ya que cuando 

se encuentra mutado, la actividad basal de la LCR se incrementa a 

más del doble (Butz y Hoppe-Seyler, 1993). Sin embargo, en otro 

reporte se encontró que dentro de la LCR existe una secuencia YY1 

que se sobrelapa con el sitio GRE (Bauknecht et al., 1992), las 

secuencias YYt se encuentran en diversos promotores y actúan como 

reguladores negativos de su actividad transcripcional. Para 

determinar si el sitio GRE actúa como regulador negativo de la 
\ 

transcripción, se hicieron ensayos de transfección en los que se 

utilizó la LCR con el sitio GRE mutado, en el que se cambió una 

citosina por una adenina en la posición S de la secuencia 
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LCRwt LCRwt LCRwt 
(2119) (2119) (2p9) 

+ + 
pEC pEJ 

(6119) (5p9) 

Fig. S. Efecto del gen H-ras sobre la actividad transcripcional de 
la región larga de control del llPV-18. La gráfica muestra la 
actividad d~ la enzima CAT en extractos de células C-33 
transf~ct~d~~ ~on el plásmido que conticne~a la_ LCR unida al gen 
reportero CAT,Y los plásmidos pEC o pEJ. La-actividad se expresa en 
n6mero de veces sobre la basal, que se igu~ló a uno. 
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(AGCA~ATACTATACT), la mutación se localiza en una base altamente 

conservada en los elementos de respuesta a gluccorticoides que 

actúan positivamente. 

Los resultados que se muestran representan el promedio de por 

lo menos cinco ensayos. Los resultados obtenidos nos indican que 

esta mutación produce una d'isminución del 403 én la actividad basal 

de la LCR, sin embargo, cuando se introduce el gen H-ras mutado se 

observa un aumento del 50% en el nivel de transcripción (Fig. 6 y 

Fig. 7) • 

. Los resultados nos indican que el sitio GRE no está actuando 

como Ún:.•;e~~f2dor nega.tivo, ya que se observa una disminución en el 

nivel ele transcripción cuando éste es mutado. Al comparar la 

secuencia GRE del HPV-18 con las secuencias consenso de los GRE que 

actúan como reguladores positivos y los GRE que se comportan como 

reguladores negativos, podemos observar que presenta mayor 

homología con los elementos que actúan como reguladores positivos, 

esto concuerda con los resultados obtenidos. 

Transactivación de las protefnas c-jun, Juno y JunD sobre la LCR 

del llPV-18. 

Se sabe que la LcR:_'de.HPV-18 presenta dos sitios AP1 a los 

pr~t~~n~s AP1, const i tuídas por dfmeros · Jun/ Jun 

o JuniFos. s~~ios son determinantes para mantener la 

actividad de la LCR, por ello se quiso determinar si H-ras estaba 

actuando sobre.esta región a través de este grupo de protefnas. Se 
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LCRwt 
(2119) 

LCRGREmut 
(2119) 

YTTT1 
1 

i 

•••• 1 

Fig. 6. Efecto .del sitio ORE sobre la actividad basal de la LCR del 
llPV-18. La figura muestra un ensayo CAT de células C-33 
transfectad~s con°la LCR mutada en el sitio GRE proximal o la LCR 
silvestre, eri 'prc~encia y ausencia de H-ras. 
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Fig. 7. Efecto del sitio GRE sobre la actividad basal de la LCR del 
llPV-18. La gráfica muestra las actividades relativas de CAT en 
células C-JJ transfcctadas con los plásmidos que contienen a la LCR 
silvestre o a la~LCR-con el sitio GRE proximal mutado, en ausencia 
o presencii•de 11-ras. 
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llevaron a cabo ensayos de transfección utilizando el plásmido que 

contiene a la LCR unida al· gen reportero CAT Y plásmiclos que 

contienen a los genes que expresan las proteínas c-jun, JunB y 

Juno. Los extractos obtenidos se procesaron como se describió 

anteriormente en material y métodos. La cantidad de los plásmidos 

Jun empleados, se determinó haciendo una curva de concentraciones 

y seleccionando aquella en la que el efecto fuera más evidente, las 

concentraciones que mostraron mayor efecto osc.ilaron entre 2 y 

6 ¡tg, Los resultados que se mues.tran representan el promedio de 

tres ensayos. 

Los re~ultados obtenidos muestran~qtie los homod{meros JunB y 

Juno no son capaces de activar la transcripción de la LCR e incluso 

se observa cierto grado de represión '(Fig. 8). A diferencia de los 

anteriores se observa que el homodímero c-jun activa la 

transcripción poco más de S veces. Cuando éstos genes son además 

cotransfectados con el gen H-ras mutado, se observa un incremento 

a~n mayor en el nivel de transcripción, sin embargo, el incremento 

con las prote(nas JunB Y: Juno es sólo de aproximadamente el 50% 
:.:,, •':·,.:' 

(Figs. !l • 10 y l'l ) , >si se compara esto con el nivel de 

transcripción otif~"~fd~~c~ll~~dci s~ cotransfecta sólo la LCR y H-ras 
.".;\~:.::;~:.'.-'.·."o, < ;_ - ' 

mutado, podemos. s\:i"g~'f.ir~qJe éstas proteínas 

.. el efecto de lf~;ii~}f!'p~~· ;~tro lado cuando 

disminuyen a la mitad 

la proteína c-jun se 

cotransfecta con ··11.:,'ras mutado, se observa que el nivel de 

transcripción d~· i1 L~R aumenta más de 11 veces, poco más que la 

sumatoria ~el efecto de cada uno por separado. Estos resultados 
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c-jun 
JunB 
Juno 
pEJ(5pg) 

\ 

/ 

LCRwt (2pg) 
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• • • ~4'9 ~9 ., .... . _.,r. 

Fig. 8. Efecto de los diferentes miembros de la familia Jun sobre 
la expresión tcm¡>r~nadcl·llPV-18~;La.figura muestra uriensayo.CAT 
de células C-JJ:transfCétad;ís' con lri LCR si lvestrc (2 ug)<Y con los 
plásmidos •que exprcsán·.:1as· proteínas Jün, carril les 2~4 .y 9-11 
contienen 4 ug>dc:pt'ásmido, c1irrHes 5-7 y 12 contienen 2. ug de 
cada plásmido. El efecto de 11-ras, también fué observado. 
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Fig. 9. Efecto de la~roteina c-jun sobre la expresión temprana del 
llPV-18 y su coo"peración con el gen H-ras. La gráfica muestra las 
actividades rclalivas<dc la enzima CAT. 
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Fig. 10. Efecto de la proteína Junn en ausencia o presencia de 
11-ras, c-jun y Juno sobre la expresión temprana del HPV-18. La 
gráfica muestra las actividades relativas de la enzima CAT. 
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Fig. 11. Efecto de la proteína JunD en ausencia o presencia de 
11-ras, c-jun y Junn sobre la expresión temprana del HPV-18. La 
gráfica muestra las actividades relativas de la enzima CA1'. 
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·.;.·:, 

sugieren que H-ras puede estar ejerciend~ su efecto sobre la LCR a 

través de la próte(na c-jun. Lo anterior concuerda con reportes que 

indican que H-ras°:es capaz de transactivar a la proteína c-jun y no 

a Junll y Ju~D. ~¡k~illb~~go, el hecho de que c-jun y no Junn sea la 
-~J;;i:' ·. 

proteína trailsactivadora de la LCR de HPV-18 es un poco 

controversia1;"i.Yii{qu'e':.se ha reportado que ésta última podría ser la 
,· '-'·'.; "'e•' •;:: .• (·. 

proteína fransacúva:dora más importante, sin embargo, en ningún 
::e/ 

caso se rea'i1'i~~;;r. ensayos de t rans fecc ión para corroborar su 
·· ','o,º:···é.-.-;. · 

hipótesis. 
;. ·.;: ~¡ ... - i 

cua~d~·X~~}c6transfecta c-jun con Junn o Juno, se observa que 

estás <l<:ls':liTff~~~·-'~roteínas disminuyen el efecto de transactivación 
;·.\./"<·O' •w •• , • 

de la primera '('pi~s. 8 y 9), estos resultados podrían ser 
·. "( ~ :.- :·· ' -

consecueh~·ia de la formación preferencial de heterodímeros 
'"_·, ~-__,,: 'e 

c- j uri/ JÜnlf · o c-jun/Juno, los pueden actuar como 
', _,:,. 

transaetivadores .pobres disminuy.endo el potencial transcripcional 

de c-jun to~~g·y Karin, 1994; Pfarr et al., 1994). 

Los ~~~·~·1\~dos obtenido~s ;~~ieren que JunB y Juno no actúan 
-; ·. ,-.:~·-, 

como regulador'es'posfrivos de la transcripción de los oncogenes E6 

y E7' de) ~;~:'..1i', .g6i~~~i~~i~s;~: incluso una 1 igera disminución en el 

nivel de_e'{;c~~~~/n6t~;c·~·:sal. Por su parte c-jun parece ser la 
. ~ ; :;;·;~~:¿ .-.·>·. .';"C· • ..; 

proteína-~cti~~d()~~:de la expresión de dichos genes. 
';~-~~ ,. ~: ;- : 

Se s~be tj~~· 'pará mÚchos promotores las proteínas APl son más 
\ ... - ., -
'. 

activas cuan~o'sc!unen heterod(meros Jun/Fos a los sitios APl, sin 

embargo, en.nuestro sistema nosotros observamos que en ningún caso 

los heterodímeros JunB/c-Fos, ni JunD/c-Fos aumentan la actividad 
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de la LCR (datos no mostrados). Si bien con los heterodímeros 

c-jun/c-fos, c-jun/JunD y c-jun/JunD se observa activación, ésta es 

menor que para el homodímero c-jun. 

Efecto de los sitios J\Pl sobre la actividad de la LCR del llPV-18. 

Para corroborar que el"''efecto de transacti"vación ejercido por 

el gen H-ras a través de c-jun ocurría sobre los sitios APl, se 

hicieron ensayos de transfección en los que se ut i 1 izaron plásmidos 

que contienen a la LCR con uno o ambos sitios APl mutados (Fig. 4). 

Estos plásmidos fueron construidos por Thierry et al., 1992; la 

mutante en el sitio APl proximal presenta un cambio en la secuencia 

S'-TGACTAA-3' a S'-TAAGTAA-3', la otra mutante AP1 presenta la 

misma mutación pero en el sitio APl distal, el cual presenta la 

misma se6üencia que. el proximal, pero en la cadena opuesta de DNA. 

La dobl~mutante incluye ambas mutaciones. 

Las ;tres. mutantes fueron cotransfectadas con el gen H-ras 
. :.i'_.·.·_-,. 

mutado y, .~nalizadas como en los experimentos anteriores. La 

mutació~;-~.hel sitio APl distal lleva :a .una dis.minución del nivel 

de transcri~ción;basal en un 653 en, comparación con la LCR normal, 

la ·mutaCión. "i~ ~';,l.'sifio ~Al>"t ;-frO,xif_~Í l'teva a una reducción del 

nivel de, t'rllrisd~ipci~~de \i~ so3fy ¡{~utación en ambos sitios 

redu~e ha~i'aJ'n:_·:~o~ .la actividad d~ la LCR (Fig. 12 y Fig. 13). 

Esto c¿,-~~fi;~~~· '1 ~~ ~esu 1 t ados ya re~6'rt~dos en 1 os que se propone a 
.- ~~~ ~-'. 

éstos_sitÍo_s.como cruciales para mant~~er el nivel de transcripción 

de la LCR (Thierry et al.; 1992), ~in embargo el nivel en que· 
- , .. -- .. -._;.-... ',' _. 

afectan la transcripción estos sitios~difiere entre sí. 
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Fig. 12. Efecto de los . sitios API sobre la actividad 
transcripcional de la LCR<del llPV::-18. La figura muest'ra un ensayo 
CAT de ~61ulas C-JJ, trari~f~c(adascon los plásmidos que contienen 
a la LCR silveslre o a la;LCR ~ulada en uno o ambos sitios API. 
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Fig. 13. Efecto de los sitios APl sobre la actividad 
transcripcional de la LCR del llPV-18. La gráfica muestra los 
porcentajes de actividad relativa de la enzima CAT con las 
diferentes mutantes en los sitios APl. 
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Cuando estas construcciones se cotransfectaron con el gen 

H-ras mutado, se observó un 1 igero incremento en el nivel de la 

-transcripción basal de las mutantes en un sólo sitio APt, este 

incrllmcnto corresponde sólo " un 10% (Fig, 12 y Fig. 13). Este 

aumento es pequefio si se compara con el observado con tt-ras mutado, 

que corresponde " poco más d~I 1003. En el cüso ae la doble mutante 

no se observó incremento alguno cuando se utilizó el gen H-ras 

mutado. 

Los resultados obtenidos confirman la propuesta de que H-ras 

modula la actividad de' la LCR a través de los sitios APl, al 

activar a la proteína c-jun. 

'· 
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DISCUSION 

La transcripción temprana del llPV-18, la cual controla la 

··expresión ele los oncogencs vira.les E6 y E7, es regulada por una 

combinación de factores'virale~ yc~lul~res que se unen a la LCR. 
·,·-" . · .. :·,·:·~· 

El hecho de que 1 a'.;\inf ¿cc1'6n' por ''HPV no se'a suficiente para 

desarrollar un . cán<:~~:. sÜm~~~:· ~:¿ .• !\ Jresenc i a de otro tipo de 
:'.é~· ,;·~.,<:,;.:.;~:.:~;:> .· ·///'.>- ;.<c:·x.:"·í · o-/. 

alteraciones celulares én{turriorcs'éérviéo-uterinos, llevó a tratar 
·'· -:,:,~~:t-:'· :,.~i:'" ~::•_.} ;" ,. ·-~" ·--:·~:·~· '·''.-·t_i• :·;.:, -.:· 

de determinar .,;c¡\i~\ ~fa~ti,f~s'.~:c:~'1'~ia~~s.o extracelulares estaban 
', :--¡:'·'. ..:-'"·; .. ': . ''>," : "~ ::""'·· . - .- ;· .. ; -·-. 

participando c.n<:úl1;@r.~:s~··;~ciÓn. 'de 'i1a transcripción de. estos 

oncogenes,d~l vlr~sf!, ,,, '\ 
•:'·'.·~~ ;~"';I, _ ;o·;c;/~'.~"l_; º::":'.: '-,<~-

Se sabe' ~ue;,c''f gen rns se encuentra mutuclo en un alto 

porcen taj~i • .d~·.:5 ~d~riád~rc~nomas. cérv i co-u ter inos, que además 
·'';,•-

prescntnn':·~e6ücric:iii~\;1~'·1írv (Lizano, comunicación personal). Por 

otro lado1>1'~ é;~~~fe~6ión de un fragmento del HPV-16 que contiene 
• •J·>=-· "1.::_~.!.._.••\\'•_.', \~;::• 'm,•:.:;/:, ' 

a los genes tempranos junto. con el gen ras activo produce 

transforlllac{¿~,(~,Vit~,t~;t;J-;~te .efecto no se observa con cada uno por 

separ~do ,(~tlltl'a~·~~.~sk'.i ·~,\'.al • 

por 

. Lainforína~ión;a'nt~rÍor,Jlevó a lapregunta de si el efecto 

sepnrado~~dé~i\:l~i;J~1f~~'rintos-nntcs mencionados, podía llevar al 
' « ',!e ' ~·;~'',' • \~ ' 

desarrollo de. ull cárlc~r·o~'bien si existía alglln tipo de interacción 

entre· el gen H-r~s ;~~t~d~)Y· el control de la expresión de Jos 
• > •.·• et'••"'''• .. 

oncogcncs virales de 1 HPV-18· · que favorecí era e 1 desarrollo del 

cáncer. 

Los resultados de tran~fección en células c-33 muestran que 
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tanto 11-ras normal como H-ras mutado son capaces de aumentar el 

nivel de transcripción ile la LCR ·del llPV-18. Estos resultados son 

comprensibles si se toma.··en_cuenta que la sobreexpresión de un 

oncogene puede tener efectos similares a su contraparte mutada, 

aunque requiera de grandes cantidades (de 20 a 50 veces de 

sobreexpresión) para lográ'r tener un efecto "similar al del gen 

mutado (McKay et al., 1986), en nuestro caso se observó que H-ras 

normal tiene un efecto menor al de 11-ras mutado que incrementa en 

poco más del doble el nivel de transcripción, esto se puede 

explicar con los datos antes mencionados que indican que se 

requiere de una alta expresión del gen rns normal para tener una 

act~vidad similar.a la de su contraparte mutada. 

La ~~pre~Ton de. los oncogenes E6/E7 del HPV-18 es regulada, 

como ya:-~~>m~-~~ionó con anterioridad, por factores virales y 

celular~'~ •. \~-st~ -~egulación implica una complicada interacción de 

estos fa~'i~re~ qu~ _en conjunto van a dar cierto nivel de expresión. 

Se sabe,que los sitios APl fuera de la LCR son más activos que 

dentro~e la misma (B~uknecht et al.,1992), esto y otras evidencias 

como el he~ho de que dentro del promotor existan sitios Apl y Spl 

y éste no- presente ninguna actividad incrementadora intrínseca 

(Butz ~ Hoppe-Seyler, 1993), llevaron a sugerir que existía algón 

elemento de regulación negativa dentro de la LCR. 

nutz y lloppe-Seyler, 1993; utilizan una mutante en dos bases 

dentro del. sitio GRE de la rek!óri promotora del HPV-18 y observan 

que el nivel de transcripción ~e incrementa a más del doble~ ellos 
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explican que queda po.r aclarar si este mecanismo involucra al 

receptor de glucocorticoidcs o posiblemente a un factor regulador 

que se una a un sitio de· regulación· negativa. Sin embargo, 

previamente nauknecht et al.¡ 1992,; habían reportado la presencia 

de un dominio de regulación' negativa dentro del promotor del HPV-18 
' ... 

al cual se .unía el represot'transcripcional YYl, cuando este sitio 

era mutado, se observ:~~~ ún a~mento en la respuesta a TPA. Al hacer 

una nn1Uisis de la s'ecuericia y posición del sitio ORE mutado por 
; _- -. ' .. ,~,, . ;-; 

Butz y Üi sit:io.VYI· ide~'í{ricado por Bauknecht, se encontró que en 
'",., ) . •;; <, ,·"' .. - >· .• ·. ···':,?,.·,..·,_-." ... -. 

dclsitio'GRE;·n<:Í~)·sC'Xldcáúz·a dentro del sitio vv1, si se encuentra 

en la veci~'.~~~é,'?~pi~;T~t:an·i~,la mutación en esas dos bases podría 

estar. cri¿s·~~do. ti~·iambi~'c~nformácional en el DNA que afectara la 
- '• -·;_: ';;'- : ':·· -- -- ·---~· -~ _,_ 

unión de}é'stc·~rcgín_a-d<:Ír negativo a su sitio (Fig. 2). 
' ~ <--~-,-~ _-,.:.,-. ,-~:·~ 

·Paia·;determin·a·r si' .. : el sitio ORE regula negativamente la 
;· .. i';-;.: ~' "'.!-· '\ . 

transcripció~i\~~;füfcieron ~~sayos de transfección con una mutante. 
\): -.~/-f(- ·, ;,-~'.;, :¿:-,,·,_ 

sC>ta ti~~·e; Xfk},b~~e·Rlutada 
- ·,-._, . ·. , ___ . '.'.'.'.- , ~; ··-;:.--. ' 

en una corresponde a una de las dos 

mutadas•· por Dulz'.;;+ios) r'c~~ltiidos obtenidos nos muestran que 
':.;."-"-: ·"'\."''··· 

la 

actividad de f;;fcR:,cO:ri·:l:·~itio ÓRE mutado disminuye el 403, estos 
·:.. ;_~ '~'!':':~\·: :;\. ·-· ~··-.. :··. ·>.·.; ·,-,\:.' 

resultacÍ~s_,r.!-º.~;- _i.~:?;~:~~r~,~~~~;el sitio GRE de alguna forma está 

participando posit'i~~~e-~t'¿i~~ el nivel de transcripción basal de la 

LcR; esta. pai¡t:i'~t'~~:x~~~'•P~~J"'~a ,ser de manera directa o bien 

inclire~ta e~ dec'ii;)~~~ ~-fect~;a Ja conformación del DNA y como 

consecuenc i á la i nte~~·c~¡ón de''1-~s factores de t ranscr i pe ión. 
·-'::"'. ' ..... ;, -: .-,:' ··~. ,:·: . -.. ·;·-

La mut~ción no debe·e•tar~afectando, por lo menos de manera 
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significativa In conformación del DNA, ya que e,1 represor YYl al 
, , 

parecer mantiene su.unión al DNA y por lo tanto no se obse'rva un 
, , 

i ncrenicn to 'en.'e 1 :ni ve! de·.• tfaris,cr i pi:: ión .·como en e F caso de 1 a 

mutante de nJtz.<Por•olro)ñ'~Íri\ s~'s~'bé que e~istcri ~fti~s.GRE que 
.. ,,. '. . :. l ~~, '.:{ - .:·:~_.,.. : :i·, +·· •· ;i:t " 

nct úan, pos i ti vame~t'e;;y;;(>frosi<de lll~'rícra inegitt i va\ ·····~·1; ha¿er/una 

cornpnrac iÓ~~ dl*::;/A:··~·~~G~r1¿i{'.fü..(í~:~ de'i:.·1¡~~:%\::~~: ·~~ti·~e~itios, se 
·" .. :_~ -;/h~~: ~ú~<-- ·:~~;_:~,:.r:1~~->-.:;~r:~-~--::/~ir:::~:·:~:< ::;~b- '.·":J::r·-- ~'.:'.'?~·:::t-:>; :} 1-.:~~~i -:r:-~'.--.~-· . _::_:.?_:.? ~--;_':,~~ ::<>::·-~ : ::::,"' 

observa ciue>C preséñta~ niaycir·homo 1 ogí a>co'ri :'l cís';GRE que':ac t úan 

pos i t j va~¿nt~,,;'.tá~{ó·~\;·.?~;nd~~.;-~~·.· ~:n .;~ :1~~< ;~;ci ¡\~~~·;0c:b~~~rl idos y 

sugiere ci'ue)e 1•.;a;·~;~~t~·.J~"~~·~ci pa~~X:.de~·;m~ri~'ia z~d~iti\,(·;.d i recta 
";;;:, ,.'>:---:.~":'-" ~::<'..': ·,;:,:·.,, ',,;,,_ ,:.• ~... . ·~· ~- "" ·.- •, ... 

en e 1 
L: 'J1~ f c~1.~~n~~;f ~~w~1~1~1~~.1¡;füf~:;~~ÜS ~]~: .:.'.'~on e I gen 

11-rns · ·mü tn:cl: ·~;:ot/t~n°iéii'dd,~e.;:·.u~· .• :In~~~·~~ntoS: ~~:~~/el" "ni ve 1 de 

t rnns c r i p~·ió~·. ;~~-~~bk.~:1f:Cíuc ~e.Hibs
0

cr\il1;,~()~:}¿, icR/~ in mutar. Esta 

el i sm i nuc ión ,:'ri.~~;¡:f~¡:t~ l;:drit a~ti~/n~:i;Ó~:{d~'i if :;'f~~· cl~~e ·ser un· re f 1 e jo 

ile In dis~:t"~~t~n\~~ l~,?~}/¡_~i~º~d; 1~~~iL·;~~'.I:; LCR. 

H-ras es unn;prote:r:Ü~::que s.e ÍocalÍza'en. la membrana y por lo 

tanto no. p~~~cle Ú~·¿~'~n'~~~i~~ilte~;ac~i~,;.di~ecta sobre la LCR, pero se 

sabe que parti~ip~';cn'las'~ra"s J~\tr~nsducción de señales y se ha 

Visto qUe'U~n ~~· sus'fu,~'ci~ll·~·S::'s·(actáar a la proteína c-jun al 

es ti mu 1 ar j 1 a fcis rá·~i l~Ci ón/c1~)~¿:. ~1·~~¡·~ i o de activación y a~mentar 
e 1 ni ve 1 :el~~ L.~.N~Xmfa;fi'~::.lllis~~ •. :,;~. ·/;f;;e~b;~go, .s .. obre Junni,'ri(),j,·~:i:~ce 

",,.; '·"· ., ' 

tener' ning~n e/¿cto <íiii;'N'rJy;:~t ~').', 1991 ). En)cr:c~s~/d¿, J~nD, 
rns di s~'¡ nuy~'.. :·;, fl~.vc 1 ~·~ .. ~.NA~ e~ 'ja ·~éi~ 1'n.> /~á·/r:~ t ;llr. , t 99~) . 

-.";f: ,·,.··· • ·:- •. 

Por .otro {~d~· rep'ortes i'~d'ic~~ qÚ,~ ff"'.r~s 0 ~s):capaz de 
/ -._ .. . .;>,"- ;·.:¡'· 

! levar a una, act i\Ta'ción específi.~a;:de'los '8it¡();;: APi. 
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Tomando en consideración los datos anteriores y el hecho de 

que 1 a LCR presenta dos• sitios AP l se r>ensó ·que ta 1 vez H-ras 

mutado podría estar achahd~ a través .efe c-jun sobre la LCR del 

HPV-18. 

Los en'sayos 'deT;l:rlih~¡e~~iÓn decJos'~g~~es 
:«-·.' '·.':>~:-- ,' ".-';i~; . . ·:::(~;''!.:>::" -·. ::~ '_,,:;:.·. .,-

prot e í nll .. e:... Jun+e~0:°c~paz 'cié tÍum~~ t~r . e 1·'rii've 1 

Jun muestran que la 

de transcripción en 
·':.:;·; .,:·.'.\/_;,-'':··· 

poco más de;c'irico:vt!c~s, cuando se probaron Jos otros dos miembros 
·==- ".'.:~~:, ... ;.·/;-:-

t ranscr ipc ión', <observándose i ne 1 uso una .. 1 i gera represión con 
.-. " ;·, •. ~ .. ,, "·.-0--. 

respecto• a·.¡·ii b~sa't ;' !.o anterior concu~~d~··· ~~n lo reportado para 
-~'.'._.,'·'.~~~\·--?'\.. - -_·- "<:·.'-f~,_:·,o .- .. :_~~:: ~ 

muchos genes'ce'iül_arés regulados,por/sidos>API, en los cuales 

c-Jun 1H1rccc,;~~~~'.,úi:i'ilrolcfri~··ii~~~ac·t/J~do'ra' y·Jun n y JunD más 

bien t ra~n~-~c~.Í~~~~~e·~··:~~~IJi~·;·<~Y ·q·~Ji)~ri>~~ai·¡ ones i nt ervi enen con 

·c-Jun di~ni'inU§e'~~~isu'ú;~~~:~i~;~i.;ci~'.frra~s~ct'ivación. neng y Karin, 
_-, ~:-~::"'-, ~-·; ' 

1993; 
'¡~e-•:: ••'..\i'>• )-~·~·:· •;•.~::· .<-~:,-·~,,; l:' 

reportán que JúnB'.reprime '{8 ·actividad de c-jun al formar 

dímeros )n:c~i vos., con .é::te;~úGi'~¡,, esto ocurre porque los dímeros 

JunB/c-jun se forman con ma~or ~finidad que los dímeros 

c-Jun/c-jun, además de .que los heterodímeros tienen una baja 

afinidad por el DNA lo que los hace unos transactivadores pobres. 

Cuando se cotransfecta c-jun y JunB se observa una disminución 

en el nivel de t~~nsacii~ación de c-jun, esto se puede explicar con 

los datos antes mencionados ya que, JunB estaría formando 

prefcrcncialmcntc los heter~~imeros con c":jüri ¡~s cuales tienen una 
-'. ·' :~: ,,.-,~~-' 

baja afinidad por los sitios API, bajari<fti/ as( e 1 ni ve 1 de 

transcripción de la LCR. Los mismos·resultados se obtienen cuando 
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se cotransfectan c-jun y Juno, lo que sugiere que los heterodímeros 

c-jun/JunD también se forman con mayor preferencia que los 

homodímeros c-jun y tienen baja afinidad por el DNA. De hecho se ha 

reportado que la sobreexprcsión de Juno, previene o disminuye la 

.entrada de 

las células al ciclo celulaf', aún cuando los n"iveles de c-jun se 

mantengan, esto sugiere que Juno puede funcionar de manera 

dominante sobre c..;jun (Pfarr et al. i ¡99.fr:E 
. ,i ·~ 

Los experime~t~s-de ~ofransfecció~:·q~~ se ·real izaron con c-jun 
' ;·." : .. : i~_':~ .... ~ ·:.;· "';; J , -~ '-./.-~··;{~\:·~:..::,;-.,'..:;.<·; ;:'.::·~-.; 

y 11-ras mutado, nos··mue'strun•que i!á'.líéúviición es aún mayor, más de 
:::.~=~··' -· ~ . 3·~:.~. ,'. - ;.:::,::=- .~i-..,f;: ·-~:-.;.:.;:\~~-' · .. t:,;;.>.-:,-::. ---- --

once veces, ,pocÓ más~'qúe·.I a sumatoriilú1e'1 ·efecto de ambos plásmidos 
. ~ -_., -. ~, : G_~;-: . -~:;,-:to~~~~ '. ~--'.'.-o.-~~ ·:;,_:~-;-;o:,~···;.;.-<,: -;-'.~\_'.~---o;:,-· '- -',::';o.~·,-··,-- . 

por separaclo .. EstO inC1i6~1é¡úe¡eL·efccto de ambos no se contrapone 

y que i~~!Üso','iü;e~;~-.'~ki·;tTf·creit~tcooperatividad, el efecto de --_ ,~.., .:-_.:,.: -~-~-------4_,,_ ~ -~--

coopera ti vi dad' ~·;·i'.'J'b·s~ ~vjhc~-~n'Jol'tsé IJsan ~ 1 tas concen trae iones de 
,.-, . -::·':'...,. :r:¿<i( ,-, -:~;·:~}";;::,_;~¿·;·'."' 

c-jun (4-6 ili>~·:ei~.~'~,~o's,e".~ITl~/;~~ri:,~ºf1centraciones bajas (l-2 µg) el 

efecto que ;; ~b~~f'~'~ >~s mas''bien''sumatorio. 
- : .. ·!.~t:t' .. - ,·. - ::,~_f·;·_. :·'.>~ ;·;::- :, ·.··e:·;;~~}--;~;-,-;··· 

Cuando se cofra'nsfec't'aff:..r~i/'m~t°8do conJunB o Juno se observa 
·. .. "··:-;-: 

una disminución ~:~ e efecto que ejerce e 1 oncogen por sí solo 

sobre la LCR. Los resultados nos indican que estas proteínas tienen 

un efecto negativo sobre la actividad de H-ras, esto se contrapone 

con lo reportado para JunB, en donde se muestra que JunB .es capaz 

de cooperar con H-ras aunque no tan eficientemente como c-jun 

(Schctte et 111., 1989). Sin embargo lo que se podría estar 

observando en nuestro modelo es que H-ras no coopera con Junn para 

aumentar la expresión de los oncogenes virales y de alguna forma se 

observa un efecto negativo de Junn sobre la LCR. 
- . 
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Para el caso de la proteína Juno, los resultados concuerdan 

con lo reportado por Pfarr et a 1., · 1994, ·-en los que e! los 

encuentran que Juno bloquea' ·efecto de 
:-':• 

transformación de 11-ras activo. 
,,··. 

Los res u 1 tados anter iores1 sugieren 'que'c-:julli és ;Já i proteína 
"'_>.:~<;:·:.: - . .;:;~' :.::~- ._,_ ,,_ .-. -.~-?;;.'..: ::v~·~,•,_· --r-~_, .:;~':.··'.'-"·,---.-::e- ' e·,- _-. ,,,_. __ .- e 

que está actuando sobre 'Ia'LCtt.;pa~a'~;ac'(iva·r- la' trán~.ci~)pción, sin 

embargo, Thierry; e't ~:1.;?1i?~~~:;':~0~'.~~~:fo',;j~~;,;:i~0'.;;;~d~,•~5?ª ·, jun que 

está t rnnsac t i;v;a'ri~1~ 'i'a tCR{es!:;Jun!19\;\esto:d oFsug i eren;: por ·e 1 hecho 

de en con t ra~>~~;¿'l ~~n~:i ~ad,;t~;,:~'~{Ü ~;~·i:{~f~'/~\i, ~-;c'.~':}¡:d'tos nuc 1 e ares 
· > ·;:J-: .-.:;'f \":. ~> :···\ -:--'_j; '.'. .• ·:-:··.'..)-: P;;,;, ·'-'~:;. l- \ ·q; ·;'>~- "'.,.';;'..{:- "'; ,' .<' • · u/ .. , 

de que rnt i ~~c-itd'~ tiunianos': c)'ue'fcori'· ~'e~r~cto·~~·T~s+ot'ras proteínas 

Jun, adem~:~::'.~~:·~,-s,~;r l~;,·é¡J~· s~·-,~~:-. 1~:on)m~9º~-~~ii~idad a éstos 
'.,, .• ,.- '--_-;:_,_;;::::,.... :-:_:. :;-:;·~;:.- '":- '; .. ;::::-:.'f:r-'.,'. 

sitios. Sin '~mb~i,~~', ~"qp~~¡fíQ'·~:~o_mp'~u~~~~ :5\l: h! pÓtes is rea 1 izando 
,. 1 · .- o .• ,,·~·.c·¡, ,-~-.~; '.:··,;:·· ··;y.· 

ensayos de tr~llsfe~ciÓnY 

E 1 tlech,o,de:'<l~e\Júnn;:s~~~~~üc'~tre .en· mayor abundancia en éstas 
'·':· ;:e_·>'" " '··,c.,·, .• .--· . "•. 

células 'tal v:ez'.ciemuestra que puede existir un mecanismo de 

regulación;que/mantiene cierto nivel de expresión de los oncogenes 

virales, que esta siendo regulado por JunB, ya que si bien JunB no 

activa,, la represión que se observa en el nivel basal de la 

transcripción es mínima y permite por tanto la expresión de los 

oncogenes del virus dentro de un cierto nivel, sin embargo, cuando 

ocurre alguna al~cración celular como es el caso de la mutación del 

gen H-ras, el equilibrio se rompe, aumentando la ~antidad de c-jun 
-. : 

fosfori lado y dando como;consecuencia un incremento en la expresión 
·c·c. 

de los oncogenes ocasionando así los efectos de transformación 

celular. Aún así, ta p~e~e~ci·a de gr!'ndes cantidades de JunB en. 
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células epiteliales no garantiza que ésta proteína sea la que esté 

t ransact i vando, ya que puede desempei'iar muchas otras funciones 

dentro de la célula. 

Una vez que se determinó que c-jun aumentaba el nivel de 

transcripción-de la LCR del HPV-18 y que H-ras mutado se sumaba a 

este efecto,. se quiso comprobftr que el incremento observado cuando 

se cotransfectaba con H-ras era a través de los sitios APl. 

Las mutaciones en los sitios API, disminuyen notablemente el 

nivel de t~anscripción basal, lo que concuerda con lo antes 

reportado 992, sus res u 1 tados muestran que 

ambos siti,osY'.'c~~p~ra~de manera similar para mantener el nivel de 

transcri11ciÓri -~ª~~¡.:' cte' la· :_LCR, sin embargo, en los ensayos 

realizadris-~~ ~¡)·5¡;rJ~-:q\i~'=:1'ii'~'~tividad del sitio APl proximal es 

mayor que !ad~\ s'iii~:~istai', ya que al mutarse, la disminución en 

el nivel de t:rallscrfpcÍÓri;b~sal es mayor en el sitio proximal que 

en el dista'(, -~~#:-~fa~~-~J~ .la actividad de un elemento regulador 
_, ,.,.:~¡", ~~·-:_: ... "'' .--·"· 

dado depend~j~e} t~d~ C'1:- é:ompos i c ión de la región de control 
(),_·;'. :,:·«;i~:~ 

transcripcioria'T:~·ri;1'á.'que;,se, localiza y como consecuencia de los 

elementos cis cJ~ 4fa'it2 ~~~-~::esté interaccionando y de 1 espacio 
'-.-·.}::~- ¡-~;>;'. """>,! ;~:~-¡._· ( ~:.:::(-

adecuado entre los.·d~:.re'rentes.el,ementos reguladores. Los resultados 

obtenidos se explican'po{la posición de los sitios APl dentro de 

la LCR, de las proteínas APl con los 

factores de trans~~j'~~:ióri·. circundantes deben de ser diferente, de 
,, ,,, ' 

manera que la mutaci'ón en un sitio afectaría cierto tipo de 

interacciones protélbas diferentes' a las del otro sitio, dando como 

·consecuencia difer~~tes actividades transcripcionales. 
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Los resultados o~tenidos en ·las transfecciones con las 

mutantes en un sitio APl y H-ras, nos muestran que existe una menor 

respuesta a H-ras mutado, debido a que el .incremento obtenido con 

respecto a In basal es solo del 10% a diferencia del LCR silvestre 

que aumenta más del 1003. Por otro lado, cuando se usa la doble 
.... 

mutante y H-ras mutado no se observa ningún incremento en 

el nivel de transcripción. Estos resultados nos confirman que la 

estimulación que ejerce H-rns en el nivel de transcripción del LCR 

la ejerce a través de los sitios API. 

Con base en los resultados obtenidos y los ya reportados se 

propone un modelo a través del cual H-ras este actuando sobre la 

LCR del HPV-18 (Fig. 14), En este modelo la proteína ras al pasar 

n su forma GTP por un estímulo extracelular, transmite una seftal a 

través de';una serie de proteínas cinasas una de las cuales debe 

estar ro~iir:i lando a la proteína c-jun en su dominio de 

transa¿ti~~ción, dando como consecuencia la unión de ésta a los 

sitios APl. del LCR, aumentando el nivel de transcripción de los 

oncogenes virales. 
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Fig. 14. Vía de transducción de señales de ras y su posible 
interacción a través de c-jun sobre el LCR del llPV-18. 
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CONCLUSIONES 

1. El gen 11-ras mutado numenta ni doble la expresión de los 

oncogenes E6/E7 del HPV-18 en células C-33. 

2. El gen H-ras mutado aumenta la expresión de los oncogenes E6/E7 

al activar a la protefna c-jun. 

3. El gen H-ras mutado act6a a través de~los.~itios APl de la LCR. 
-:-.:e 

del HPV-18 para aumentar la expres'fóll:'de' !Os oncogenes virales. 

4. El sitio APl proximal de la LCR'del HPV-18 parece ser más activo 

que el •itio APl distal; 

S. Los sitios ORE tienen un.efecto positivo sobre la transcripción 

basa 1 de 1 os o~cogenes ;E6/E7de1 HPV-18. 
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