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RESUMEN

Dentro de los tipos de cédncer que afectan a la muJer mexxcana.
el cérvico-uterino ocupa el primer sitio como causa de mortalldad.
de ahi la importancia del estudio de los mecanismos molecqja;es que
participan en el desarrollo de esta enfermedad para;hnévumjor
prevencién y cura.

Anédlisis de tumores cérvico-uterinos muestran la presencxa de

secuencias de DNA del virus’' del papiloma humano (HPV) en més del

Li ayor prevalencna los tnpos 16,

18, 31
y 33. se’

riesgo son,suf‘
embargo, se‘déstdoce
suma de nmbosyé
bien, exisgé
fenotipoit’

resultado‘¢}~

cn.ln expresién de los oncogcnes

ransfecciones ¢n las que se

utllxzéu ‘region larga de control

(LCR) del'HPV‘l’4muestrun que. Agen H-ras mutado aumcnta la

transcrlpClén ‘delo s oncogenes EEG y E7 e incluso cuando se



cotr;nsfécta con H-ras normal se observa un ligero incremgnfd en la
transcripcibn de estos oncogenes. La LCR del HPV-lé presenta dos
secuencias reguladoras conocidas como elementos de respuesta a
tetradecanol forbol acetato (TRE) a las que se unen las protefnas
AP1, éstas secuencias influyen de manera importante en el nivel de
transcripcién de la LCR. Cuando estas secuencias estan mutadas, el
incremento en el nivel de transcripcién observado con el gen H-ras
mutado se suprime, lo cual indica que el efecto sobre ‘la
transcripcién de los oncogenes virales ocurre a través de éstos
sitios. Las proteinas APl pueden estar fqrmadaé bof,homodimeros de

la familia de proteinas Jun o bien por heterodimeros de la familia

Jun/Jun o Jun/Fos. Para determinar
participan
ensayos de

Jun. Los resultados nus 1ndncan

c~-jun/c- Jun~
transcripcién de -

homodimeros JunB y‘JunD‘pareéén:re” 'lwhivéi”de

transcripcién-basal. Los heterodiﬁéf&é"c-jhh/JuhB o c—juh/)unD”a
pesar de que incrementan el nive|>de trdnscripcién, lo hacen con
menor eficiencia que c~jun. Los heterodimeros c-jun/c-fos no
parecen ser tan eficientes como Jos homodfmeros c-jun

Para_llegar en a]g&n monento a controlar de manera eficiente
e incluso prevenlr e!  cdncer cCrvnco -uterino, es 1mportante

determinar que factores:estén fnvorecnendo el desnrrollo de ‘ésta

enfermedad y como est&n nnternccnonando con los HPVs de alto

riesgo.
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INTRODUCCION

El céncer

El descubrimiento de que agentes etiolégicos virales. y no
virales participan en el desarrollo del cdncer 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 céncer se encuentran los protooncogenes y los
genes supresores (Benjamin y Voght, 1990).

Algunos virus de DNA son capaces de inducir la formacién de
tumores, ya que contienen genes que expresan proteinas oncogénicas,
estos virus pueden actuar en conjuncién con otros factores para
inducir transformacién celular. Los papilomavirus son virus
pequeilos de DNA responsables de la formacién de tumores benignos en
humanos y en otras especies de mamfferos, sin embargo, algunos
subtipos de papilomavirus humanos (HPVs) han sido involucrados como
agentes etiolégicos del céncer de cérvix y;@e,pehef(Boshart et al.,

1984; Durst et al., 1983).

El céncer cérvxco uterlno ocupa el prim r lugur como causa de

mortal idad por céncer en México, ésto’const>tuve grave problema

de salud piblica (Clsneros de Cérdenas: et al..

Los papilomavirus
Los papilomavirus comprenden el” subgrupo mds grnnde défln

familia de los papovavirus. Consusten de pnrticulas xcosaédr:cas



pequeiias (55 nm de diémetro), con 72 capsomeros que encxerran a-la

molécula de DNA circular de. doble cadena. con un - tamano promedlo de

7.8 kpb (Melnick et al., 1974. zur Hausen, 1980)

El genoma de todos los papilomavirus estéa orgnnxzndo*dv manern

similar, con toda la informaci6n genética en una sola hebra‘del'DNA

y dividido en tres regiones (Fig. 1). La regidn tardia,(L) codlflcn

para las proteinas estructurales del virus y contiene*los3gege‘

y L2, la reglén temprana (E) codifica para proteinasfq

diversas funciones vitales del virus (replxcacxon, transcrlpcxdn,

control del ciclo, etc.) y contiene los genes'E

regula la transcrnpcnén de
replxcacnén del genoma.(qiqs‘ét»al

Sousa et a

DNA viral al genoma_de}

a efectos adicionale

dxfercnctacxén

genética, lo. que puede ser 1mportante durant‘ \ étn]dsffehbrﬁhas




Fig. 1. Mapa genético del HPV-18. Su tamaiio corresponde a-7857 pb.
En la figura se muestran los scis genes tempranos y los . dos tardios
con sus respectivos marcos de lectura abierta representados:con las
flechas y la funcién de cada uno de ellos. Seimuestra ‘también  la
posicién:de -la LCR. Los sitios de poliadenilacién’se indican con




que preceden a la integraci6én viral (Campo, 1988; Woodworth et al.,
1989, McCance et al., 1988; Sousa, 1990; Leechanéchai.et al.,
1992). La proteina E7 puede inducir deleciones cromosomales,
translocaciones, duplicaciones y aneuploidias t{picamente
observadas en carcinomas cervicales (Durst et al., 1987; Reid et
al., 1984). Lo anterior da lugar a la proliferacién de las células
para formar lesiones benignas (Benjamip y Voght, 1990). ’

La activacién de los genes virales tardios, asf{: comok la

sintesis de las proteinas de la cédpside Yy ensambldje! de

s
particulas virales ocurre en la capa externa del epitelfo
secundarios estdn involucrados en la progresi6on de .l

benigna hacia un carcinoma invasivo (Benjamin y Voght

LCR la cual

es activa en células e
estrictamente epitcliqtréﬁf se rcplxcan ve;etatnvamente
en queratinocitos epit ‘iales dlferencnados. Las célulaS'de las

capas basales del epifello .,parecen ser el blnnco de la

infeccién primaria (Cripé:et:al 1‘ ’naturaleza

epiteliotrépica - de la expresnén genética de estd
elementos presentes cn lu reglén de control def "
{Pater et al., 1994).

Se han identificado alrededor de 70 tnpos,

cuales, aproxnmadamente una tercera parte estén asocxados con f



carcinomas anogenltales.‘kLos tlpos de HPVs 'més frecucntes en

carcinomas cervicales y: en Ilneas celularcs derxvndab de este tipo

los oncogenes vnlulcb. son ¢l 16,

de carcinoma que Lstdn.cxp[e und

18, 31 y 33, por lo*qdé' IPOS han sxdo consnderados de alto

riesgo y se sugiere quevJuegan-un papel 1mportante en el desarrollo

de ésta enfermedad (Bosh1ft ct al.. 1984 Durst et al., 1983; Cid

et al., 1993). El HPV- 18 se encuentra asocxado con mayor frecuencia
con adenocarcinomas cérvnco-utellnos y carcinomas de células

pequeiias de pulmén los cuales txenen un pronéstico de vida muy baJo

(Stoler et al., 1992).

El DNA del HpV-ls“'y _'

ha sido encontrado de forma,

cérvico~uterinos, lo co

donde el DNA viral seﬁ"

ratones atimicos

embargo, ¢ésto no‘qqqrr;;conklns1célulns de raté 1o que sugicre

LAY,

que se requieren factores adicionales para dar el fenotipo maligno.



Tales factores pueden aumentar e! nivel de transcripcion de los

oncogenes del HPV-16. o lka‘suscep;ib‘ili‘d_a,d de s‘._,‘cg‘a"luﬁl,gsf'a las

protefnas del NPV 5 Uil o et 198 o ll. iQSS:

Woodworth et al., 1989;

1itrol de

células primarias

activado.o- v-f

del HPV=16

requieren d

al., 1991

encuent



Los oncogenes E6 y E7
Las funciones transformantes de los papilomavirhsfresiden en

la regién temprana del genbma; Como .ya se mcncxoné con

anterioridad, las protefnas E6 y E7 tienen un papel fund ]
la induccién del fenotipo transformante. La expre516n id‘e ésta
region del genoma viral es caracterfstica de tumores cérvico-
uterinos humanos y de lineas celulares derivadas de tumores (Bedell
et al., 1987; Munger, et al., 1989; Watanabe et al., 1989; Benjamin
y Voght, 1990).

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

potencial ttansformante n thro y se ha mostrado que se requxere

su cxpresiénk fenotxpo txansfurmnntc de ctlulns

derivadas de'tyﬁ icout. \C ’(Doeberztz T,dfh.d§88;

zinc que se localiza

1988; Dyson et al.y



con sus blancos naturales. Se sabe que el gen de retxnoblastoma

codifica para una fosfoproteina nuclear de la cual ‘no.'se’ ‘conocen

sus blancos celulares, pero se sabe que la pérdxd

vs;g“géu esté
involucrada en Q1versos tipos de cdncer qomo. el:de‘retiﬁoglqstoma.
osteosarcoma y cdncer de pulmén de célujggfbééuéﬁas (Lewjn} y990).
La protefna E7 de HPV-16 y HPV-lsrés capaz de formar por: si
sola focus de fibroblastos establééidos como en la linea'célﬁ)ar
NIH3T3 y de inmortalizar células epltellales humanas y fxbroblastos

de rata de cultivos primarios. En otros estudios se encontré que E7

es capaz de inmortalizar células HFE. sin embargo, la adlcnén”de E6

Kanda ct al., 1988; _@l.. 1989;

Munger ct'a

Halbert, et al., .1991;

tal., 19913
1991; Rutsgi et af{{" & E7 d
capaz de coopefa; bon
morfolégica y crécimf&ﬁf
de rata, sin embargo,
el 11 no es capaz de‘coop a usar a 6?M@éi6n

celular (Bedell et al.,}1989;

ugieren

que pos:blemente

se muta

una reglén
transactivacién la actxvndud transformantc prdctic

* afectada (Edmonds y Vousden, 1989) Porkot 0 lado s ;scfmutnn;dOS




residuos de serina que afectan el grado de fosforilacién de la

proteina tampoco se nfecta la nct:v1dad transformnnte. Lo anterior

confirma que ni el nxvel ‘de fosforxlac16n, nz la habllxdad de
transactivar sec rcqunercnrp ra ln funcxén ‘de’ transformac;én de E7
(Storey et al., 1990),

La proteina E6 de HPV-16 y de HPV-18 se une a la protonna p53.

que es un regulador negativo del ciclo celular,'y promueve su
degradacidn, lo anterior da como consecuencia la pé dxda de func16n
de p33 al ser eliminado el producto del gen. La proteina E6 al
igual que E7, causa transformacién celular en lineas.celulares
inmortalizadas, por ejemplo, es capaz de conferir crecimienéyhj{bfe

de anclaje en fibroblastos de rata, sin embargo, parece'éer““

E6. La protefna E6 e¢s tamblén capaz de trnnsnctxvnr'el

de adenovirus.

»lzur_ﬂaﬁseni.
19865 zur Huuscn. 1989) ; Sl



La LCR del HPV-18 ’

El genoma de los HPVs contlcne una rcglén reguladorn de la
transcrlpcnén y de la replicaci6n, comunmente llamadu regxén larga
de control que contiene al promotor y a Jlos. -clementos
incrementadores que regulan la transcripcién de los oncogenes
virales E6 y E7 (Garcfa-Carrancd et al. 1988; Cid et al. 1993),

La LCR del HPV-18 se encuentra comprendida dentro de un
fragmento BamHI de 1050 pb, su tamaiio es de 825 pb el cual incluye
tres dominios funcionales diferentes, separados convenientemente

por sitios de reconocimiento a la enzima Rsal. El fragmento distal

(Rsal -838 a Rsal -450) responde a EG6, inCIuye»ca§i l mitad-de la
LCR pero contribuye sé6lo marginalmente a lb" ‘
promotor de E6 y E7 (Gius et al., 1988); él frdgmento;qeptral (Rsal

-450 a Rsal -221) f' comprcnde a una regidn. ihcfementadora

constitutiva: de 230 pb que descmpcﬁa un papel impdftunte en el
nivel de la transcrnpcxén dc dlChOS oncogenes (Swnft et-al., 1987);
y el fragmento proxxmal (Rsal -221 a BamHI +19) :que comprende al

promotor de los oncogenes E6 y E7 (Gius et al;; l988},Hoppe-Seylcr

y Butz, 1993; Hoppe-Seyler et al., l991;vThiéEr tfa(., 1987a).

El produtto del gen E2 es una dkajreprxme la

actividad transcripcional de la LCR® en quer nocitos- humanos. Sin

embargo,

en lesiones malignas,

la cxpre

carcinomas cervicales las sucucncnus

generalmente integradas al genoma del hospedefo Yy como ya se

10



La LCR del HPV-18
El genoma de los HPVs contiene upna regidn regﬁladora,de la

transcripcién y de la replicacion, cominmente llamanvrégiéhﬂldrgn

de control que contiene al promotor y a4
incrqmentudores que regulan la transcripcién -d
virales E6 y E7 (Garcia-Carrancd et al. 1988; ¢i

La LCR del HPV~18 se encuentra cqmpféﬁdid

fragmento BamHI de 1050 pb, sg tamafio ‘es de- 8

por sitios de reconoc1m1ento a’ :

(Rsal -838 a Rsal -450) responde

y el fragmcnlo pr

promotor de los on

y Butz, 1993; uoppe Seyle 1991,

'tié{., Thxerry et

El product6:3

carcinomas cervxcales

generalmente_1ntegrudas»ul genoma - del - hi

1.



mencioné con anterioridad, ésta 1ntegrac16n comunmente rompe los
marcos de lectura de los genes El y DZ (Baker et al. 1987,.6108 et
al., 1988; Pater et al. 1985. Schnc|der, et al. 1986; Cid et al.
1993) . ' el

La LCR del HPV-~18 contiene sztlos de unidén para diferentes
factores celulares como: er/CTF OCTl. AP!. SP1, kRFl. YYl y un
sitio funcional de unién al receptor de glucocortxcoxdes (GRE)

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

Al hacer un anédlisis mutacional de éstos elementos se encontré

que NF1 y OCT! no juegan un pa e
promotor del HPV-18 (Butz y7§op'
La regién reguladdi ‘ de
El TPA es un éster de forbol y un potentc
cinasa C (PKC). La protefna APl fué xdentxfxcada ‘eniiun:
como un factor transcripcional que  se une~ 
promotor de la metalotioneina humana (Lee;?f
posteriormente se encontré que es capaz de uhiié
de respuesta a TPA, que se encuentran en muchq§ genes Celularészi

virales (Angel, et al. 1987;alee, et al.‘l9876 ,ﬁueﬂ

otros agentes que activan. a IS"?KCiiambiéh"inducen; xpresion de

estos genes, y los i );6; oﬁésidé ia~PKC'b

induccién de los mismos

‘aféomparaqidn'de muchos TREsvpgrmftié

obtener una secuencia consenso de 8 bp.

12



- 'Fig. 2.'Represcntaci6n csquematica de la posiéién,de'los dfferentes

mentos: deregutacién que se localizan en la ‘I.CR del -1IPV-18.

|



secuencia se une la proteina actlvadora APl por lo que tamben se

les ha dado el nombre de s tlos APl (Angel Lee. et
al. 1987a). . :

Los sitios APl del K

~349. Estos sx'

1dent1f1cados en otro
La integridad de
actividad del promotor,

papel fundamental em

promotor de la enzima timidina cinasa, en:células leL 'y HacaT,

14



s6lo produce una estimulacioén muy débll de ln transcrlpcxén.ISLn

embargo, cuando el sitio APl cs mutndo se observn un

completa de la funcidn lncremen;adorn, estos huchos'

existe una cooperacién entre el sitio APl y otnos elcmcntos c:

adicionales presentes en ésta region (Butz y Hoppe- Seyle','

Aunque habfa sido reportado que el sitio APl del promotof ‘de
HPV-18 es inducible por TPA en células HepG2 (Gius y Lalmlns,'l§89)
en células HeLa se encontré que este sitio APl dentro del contexto
de la LCR no tiene actxvxdad ¥y no es inducible por TRA{;g§to

sugiere que este Slth cst& snendo regulado negutivnmcniéfr

células HeLa por® algun elemento,regulador negativo (Bauknecht

al., 1992).:

El elemento

de una umplxn “gam

composicion -de -l

en higado, testiculo, bazo y cerebro Altos niveles de JunB y‘JunD




est4dn presentes en cerebro, érgano que no contiene muchas células

en divisién lo que suglere que'tlenen otra funcnon ademés de

regular la transcrxpcné Saque controlan ¢l creuxmxcnto

(wilkinson et al..v 989)

La 1nact1vacxén del clemento KRFI di6 como res¢[1nqb una

reduccién en la actividad del promotor que vdrjévdé y“dE(

la secuencia consenso de los GRE " que

positivos (GGTACANNNTGTTCT). La mutaci6

como APl y Spl
incrementadora. (But
Ha sido identificado un

promotor del

especifica de
elementos reé
N-ras delraté

de ratén,y'déia

romu}QRypﬁpdc‘

‘ 16 -



asoc1ado a adenovnrus. Este clemento bc 1dent1f:cé como el sxtno de

YY]'

lfclonul

unién para cl J

Unn mulu ;nu en - el

Los elementos;éR' ) :‘4v'iv:>'.  ” por
tratamiento con ‘ »
respectivamenté.
reportero y niveles
receptor a glﬁé
entre si negativamente en.
células epitéij
al. 1993).

Debido a
HPV-18, lﬁ%mhyopia
celulares:i
de la e#pres
cuales, 1

antes de ln trnn f

et al. 1993)
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Las protefnas APl

El factor de transcrnpcxén API. ademﬁs de mcdnar la . respuesta

de

celular a Cstcrcs derforbol.‘f épondc tambxén a sucﬂo, fué;prcs
crecimiento,} i S SN
(thﬁtte~et*a|
La p
compiejo.
forﬁéi'v 7*

de unirse-a

luc:onndo'ul gen lunu

de ratén, que su contraparte ckqun de humano, ésto prueba que las
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diferencias entre c-jun y JunB han sido mantenidas - a lo largo la

evolucién. La mayor parte de las ;diferénciasm’en;géijGS;QSf dos
proteinas se g e R ga e RO AR

les confiere
las regiones
DNA (Schiitte et

El nivel d familia Jun

Se
transcripcién. e

*hbm df

complejo de -

El

,lnducc16n por TPA. como se obs rva
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después de un corto pretratamiento con cAMP. Mientras que la
expresio6n de c-jun es inducida vnicamente por TPA, la transcripcién

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

Karin, 1991; Deng y Karin, 1993).
Una cascada de amplificacién es generada cuaﬁd
AP1 inicial estimula la tranécripcién de c-j&ﬁfénfel

abundante proteina Fos, llevando a niveles ma

embargo, existe una
vida media muy corta, ademds: de que que’ ) wegulacién
negativa de c-fos ejercndu,a;;rayé

Corsi et al., 1988b).

§in embargo, aun en la: a

actividad de APl y su potehcial tpans[0rmantej(Schﬁ
1989).
La coexpresién de JunB y c-jun:

disminucién en el potencial de

con c-jun, disminuyendo de este modo la fOfm;Elﬁl
c-jun. Los heterodimeros c-jun/JunB tienen uhhzéctx
al DNA baja y por lo tanto actian como lransnctivadores pobre§ 
{(Chiu et.al. 1989; Angel y Karin, 1991; Deng y karnn, 1993) ’

La proteina JunB no es capaz de activar promotores que

20



contengan un sélo sitio APl, esto se ha demostrado tanto para
promotores naturales como artificiales, sin embargo parece actuar

como un activador efectivo cn promotores artificiales que. presentan

miltiples sitios APl (Chiu et al., 1989; Shitte et al

la familia Jun, JunD, es también un transactiVéaof poco eficiéﬁte,
sin embargo, se ha visto que cuando es cofréh k
c-fos, estimula la transcripcién tan'gfic
(Hirai, et al. 1989; Angel y Karin, 1993). i

Existen varios datos que sugierén §‘ ] qﬁB puede
hecho de JunB‘ requxera multlple/‘ para:iabiunr como
actlvador de la transcr:pcxén ’
la LCR de HPV- 18 (Ange' Otro hecho es la presencia

de grandes cant;dade rlas células de las capas

superiores de la epidermis, ‘que corresponden a “las capas del

epitelio donde se»hd*d a d una transcrlpcnén eficiente de los

genes E6 y E7 por. hxbrxdacnén zn situ, esto Suglele que JunB puede

estar 1nvolucrado,en‘la specxfxcxdad txsular de la transcr1pc16n

del HPV (Durét‘é

nucleares de

v lineas celulares

familia~Jun;fgk u ndo se “utilizan nnt:cucrpos specif:cns

contra cada proteinu se observa que el TPA actlva prn

c1palmente a
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JunB, una pequeiia porcién de JunD y con respecto..a :c-jun,

practicamente no se pudo detectar complejo (Thierry'e {1992).

La modulacién de la actividad de c-jun p0r t9 [ i]géién v

desfosforilaci6én es compleja, ya que la fosforilacid léiéqun cn
sitios cercanos al dominio de unién al DNA disminuyén;_d5§ciividad
de unién a éste y la desfosforilacién de uno de ésfos sitios por
una supuesta fosfatasa activada por la PKC resulta en un incremento
en la actividad de unién al DNA, por otro lado se encontré que la
fosforilacién de c-jun en sitios de la regi6tn N-terminal que

corresponde al dominio de activacidén, incrementa su potencial de

transactivacién (Angel y Karin, 1991; Bnnétruy et al. 1991). La

expresién temporal de  H-ras 'mUtaQQ;‘y' bvtllcvn a una

hiperfosforilacién de la sériﬂa-r e éijh jocglizadas en el

en el dominio de trunsuctlvacxé N‘terminal‘vasff como, una

desfosforilacién de uno o mas s IOS del extremo C~ termlnal El

nivel del RNAm es regulndo posntlvamente por ras (Smeal et al.,

1991; Sistonen et al., 1991)

El complejo AP} esta: SUJeto también a la regulaclén‘ por

interacciones con otras inas que no pertenecen a famxlxa

jun o fos. Dos,1"

et al., 1990; Schule et

adenonrqs-Z'(Angel y Kurin.biﬁéi}
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Existen varnos resultados que sugxeren que la uctlvxdad de
APl puede estar snendo regulnda negatxvamunte por glucocortncoxdes.

de hecho la unién de un‘s:txo APl a’ un promotor heterélogo'es

suficiente para conferxr’tnnto resbuesta a TPA como rep:esxén por
dexametasona, esta’ . .r \ §S' medlada por él' receptor a
glucocorticoides fﬁéﬁﬁlé'e ’ 1990; Yang Yen et al., 1990).
Cuando se purificﬁyéi:r‘ fgiucocorticoides, éste no es capaz
de unirse a losiéi Ia proteina AP1 al elemento de
respuesta a glﬁtbpor Sé propone que los homodimeros c¢-jun
y los hete;oa{ﬁe : ‘1nteractuan con el receptor a

glucocorticq}dés ~forman un compleJo quefno es capaz de unxrqe a

sus respcctivos c}cmcntos (Lecret ul.. I987b. Ynng Yen'

1990, Schule et al., 1990; Jonat, et ali, 1990)

"Glucocorticoides y sitios GRE

Para el caso del HPV-18 no se puede deSEhrtarlla posibilidad

de que también exista una interferencia

AP1 y el receptor a. glucocortlcoxdes “(Thierr)

Experlmentos que comprueban la ase‘

TPA sc o

acth1dad de la:béfa ggléétbsidasa; después. de 1° h

tratamiento con dexametasona sc¢ observa un xncrumento y >Un

decremento en la actlvndad. respectlvamente. esto muestra que IOS
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glucocorticoides inducen _la expresién poco tiempo_ después del
tratamiento (6 a 12 h) pero la disminuyen después (12 a 24 h). Sin
embargo el tratamiento concomitante con TPA y dexametasona muestra
una disminucién de la actividad de beta galactosidasa a las 12 h,
si se compara con el tratamiento que incluye s6lo TPA, esto indica

que los factores de transcripcion involucrados no co

n:entre
si, mostrando una interferencia mutua (Cid et al., 1993
El mecanismo por el cual los glucocorticoidgi‘ la

expresién del HPV-16 propone que la hormona esterdide agraviesa la

membrana de su célula blanco y se une al receptor

glucocorticoides (GR) que se localiza en la regxén citoplasmétlca.
"En Ja auseqc:n de la hormona glucocortxcoxde el monémero GR es
inactivo porque se encuentra asociado con una proteina de choque
térmico. Lé}unidn de los glucocortiééﬁdes disocia el complejo y
activado elfbﬁ'es introducido al n&éled'donde se une al DNA en el
sitio GRE,~ihcrementando la transcripcién (Pater et al., 1994).
Estudios in vitro indican que el dimero hormona-GR aumenta el nxvel

de transcrxpcxén al facilitar Ja formacién del

preinicio de la transcripcién, de tal manera que el mecanismo.de
induccién parece ser a nivel del*inicio de la trans

et al., 1994).

Los elementos GRE de muchos HPVs, incluje"

también funcionan como elementos de respuesta a progesterona. el
mecanismo por el cual la progesterona aumenta el nxvel»de

transcripcién de los genes del HPV se piensa que es Slmxlar al de
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los glucocorticoides (Chan et al., 1989; Pater et al., 1994).

A pesar de que se ha reportado que el HPQ—IB présenta dos
sitios GRE dentro de la LCR, uno dentro del promotor y otro dentro
de la regién incrementadora constitutiva (Cid et ul.,.l993). se ha
demostrado que el Unico sitio funcional que presenta respuesta a
glucocorticoides es el del promotor, ya que una mutacién en este
sitio es suficiente para abolir totalmente la estimulacién
dependiente de hormonas, esta actividad no pudo ser funcionalmente
cohpensada por ninguna otra secuencia regulatoria de la LCR lo que
sugiere que no existen sitios GRE adicionales que contribuyan a la
induccién de la transcripcién por hormonas (Butz y Hoppe~Seyler,

1993).

La protefna APl y su interaccién con otros oncogenes
Se han encontrado. diferencias en la capacidad de APl para

activar o reprimir lq‘,expfésién de genes a través del misum

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

promotor en el que.:se 'n,ra dicho elemento 'y al‘ ‘bxente

celular, a las mddificacfoneS"que sufra la proteina;ARl eni@hda
tipo celular; d; « ' 1
a los niveles de
1991). -

como: H-rns,

src,

actividad de API, ESfds,knc gencs emplean dxferentes mecanisnos
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para modular la actividad de AP1. La expresién temporal-de H-ras

activado incrementa :l spero - en

células que‘exﬁré;ahl
de JunB vy c—fpsa §ﬁ=
Schontal et al., i988);

La expresién de la- ﬁf@t“‘

transformada por ras se redﬁqewa’un 35%  comparacio

Se sabe que ¢l gen c-jdﬁ e
transformacién celular, ya“que s
potencial de transaqtiygcié
incremento en elrhjve “d

N-terminal, este nive

que H-ras nof>

Karin, 199{%7'
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estrechamente relacionados pueden funcionar de manera opuesta

(Pfarr et al., 1994).

Aunque no se conoce-cl

c-jun (Binétruy et al. 1991).
Se podria decir que la funci6n de fAéL

transcripcién de una variedad de genes en‘respue
un papel general en la trqnsd cio v'sefia’les:desde. lamembrana

El gen ras
El gen ras fué i&éﬁfifiééd@iorjg;néjmé pé'c¢: dﬁ#dgen;del

virus de

N-ras, K-rasaA-

generalmente deéigna as

e

aminodcidos se conserva en-los ‘diferentes tipos protéi cada una
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pued; funcionar como un oncogen después de una activacion
mutacional, ya que se ha visto que adquieren proﬁiedadeé de
transformacién por mutaciones puntuales que ., afectan la
incorporacién de los residuos de aminodcidos 12 y 61, en su
respectiva proteina p21 (Marshall, 1988; Boguski 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). Ademds de las mutaciones puntuales se sabe que la
sobreexpresion de ras es capaz de producir transformacién celular
(McKay et al., 1986).

Los genés ras codifican para proteinas que unen nucledétidos
de guanina, tienen actividad de GTPasas y estéin asociadas a la
membrana plasmdtica. Estas protcfinas participﬁn en fu trunsduccién
de sefiales a través de la membrana celular (Barbacxd 1987)

Se sabe que la activacion de las proteinas ras ‘es .un paso

clave para que se desencadenen las vias bloqulmxcas, esto ocurre

cuando el ligando se une al receptor de super cie.-que .es'a su vez

una tirosina cinasa (Fig. 3). Esta<cl

ores responde a

1993. Feig,
1993).
La conformacién GTP de- ras Cb la fovmu uctlvu ya que puede

interaccionar con su molécula blanco que traduce la seiial y la
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Ligado
F
X ) 8 @ ¢
RTK RATK
. GRB2Y sos p21 Res

GDP
Receptores Adaptador GRF

Fig. 3. Mecanismo de activacién de ras. El factor de crecimiento
(GF) se une al receptor (RTK). El:recceptor activa una proteina que
es capaz de eliminar el GDP unido. . a ras (GRF) a través de un
adaptador (GRB), pasando ras de -la forma unida a GDP a la forma

GTP.
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.conformacién GDP es la forma jnactiva ya que no puede'estimulnr la
molécula blanco. Las dos formas pueden.intercambiarse ﬁna en la

otra de dos maneras; una es la recaccién de inlé{cémbio de
‘nucleétido y la otra es la hidr6lisis de GTP. La disociacién de GDP
del complejo proteico~GDP estd limitada por la velocidad, ya que
una proteina libre de ligando inmediatamente une GTP que es mds

abundante que el GDP, la liberaci6én del GDP unido a ras es
>catalizado por factores que liberan el nucleétido de guanina
{GRFs), de esta forma ras es activado y‘una proteina "adaptadora”
{Sem5/Grb2) parece mediar la interaccién de algunos GRFs y el

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

EL GTP unido a la proteina»cs hidrolizado por 'la actxvxdad de

GTPasa de la propia proteina,x sxn embargo, las protelnas que

activan a la GTPasa aceleran dramétxcamcnte su hxdrélxsxs

de este modo, de la forma GTP a la forma GDP unxdafn’la‘bféteina
(Kaziro et al., 1991, Satoh et al.,1992; Feig, 1993).;L§'pr6teina

ras-GTP trasmite la seifial a otro oncogen |lamado rafrl‘y de ésta a
una serie de enzimas |lamadas protefnas cinusas 'hé{ivadas por

mitégenos (MAPK). Cuando las cxnasas MAP son actlvadas en respuesta

a factores de crecimiento, controlan la actlvxdad de tras enzxmas

mutado (Lizano comunicacién personal). Estos hechos, junto con: los
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andlisis in vitro que muestran la cooperacién entre los HPVs y
otros oncogenes para causar transformacién celula;. hacen notar la
importancia de la presencia de factores adicionales al HPV para que
se lleve a cabo ¢l desarrollo de este tipo de cdncer. De hecho se
sabe que el proceso de formacién de un tumor requiere de varios
eventos celulares para convertir una célula normal en wuna
transformada, el cdncer es una enfermedad multifactorial y la
presencia del HPV en conjunto con H-ras mutado, puede estar siendo

determinante para el desarrollo del céncer cérvico-uterino.
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JUSTIFICACION

El céncer cérvico-uterino ocupa el primer sitio en mortal idad
por céncer en la mujer mexicana. De ahf que su estudio para una
mejor prevencidén, control y cura sea de gran importancia.

Se sabe que existen muchos factores de riesgo que favorecen el
desarrollo de este cdncer, sin embargo, algunos parecen tener mayor
importancia que otros. Andlisis de]l DNA de tumores cérvico-uterinos
han mostrado que en mds del 90% de ellos existen secuencias de DNA
de HPVs. También se han encontrado en un gran nimero de tumores
élteraciones en genes celulares, como es el caso del protooncogen
ras. Existen ademds, otros factores que favorecen el desarrollo del
cdncer, como es el uso de anticonceptivos orales, el tabaquismo, y
la procrecacién de muchos hijos,'entre otros.

El comprender los mecanismos moleculares que relacionan la
prescencia de HPV y li-ras mutado con el céncer cérvico-uterino, es
de gran importancia para desarrollar mejores medidas terapéuticas
e incluso proponer medidas que reduzcan al minimo el desnrrolidAde

ésta enfermedad.
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OBJETIVOS . ) , . ,

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

regiéon larga de control (LCR) del HPV-18.

Determinar si el efecto de H-ras se ejefqé1§'tfdvés de los

sitios AP1 de la LCR del HPV-18.

Determinar cuales miembros de la familia jJunf‘qegulan la

transcripcién, en respuesta a la actividad de Heras.'rk

Determinar si el elemento de respuesta a glucq icoides

actia como un modulador positivo o negativo de ldftranscripéién

basal de la LCR del HPV-18,.

N
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MATERIAL Y METODOS

Material Biol6gico »
Células: Las células utilizadas para los ensayos de transfeccién
fueron las C-33, éstas se derivan de un carcinoma de cérvix y no
contienen secuencias de HPVs., Las células fueron cultivadaé en
Medio Dulbecco Modificado por Eagle {DMEM), suplementado con suero

fetal al 7%.

Bacterias: Las bacterias que se utilizaron parau,obtehet

diferentes pldsmidos fueron E. coli de la

bacterias fueron crecidas en medio Lurxu Bertanl

extracto de levadura 0.5%, cloruro de sod10~l% L
SOB (Bactotriptona 2%, extracto de levaduru 0 5% : ] 6’566}¢ 
0.05%; pH 7.0). En el caso de las  bacte;;a§  >
transformadas se agregé al medio ampicilina a unhiébhcdntrncién;ﬁe

100 pug/ml.

DNAs recombinantes

El gen H-ras normal y n ras mutado fpcron'b

lonados. en el

Los pldsmidos que expresan Fos "ya  fueron

previamente descritosspb: Hirai El'blésmido que

incluye a la LCR del HPVélsfunidu,al{géh répbrterovCATf(Fig. 4) fué

a0



AP1{ GRE AP1 GRE YY{

LCRWE | 4 7O A=

-838 460 -221 +
AP1 GRE AP1 GRE YY1
P18APMd | + O V- OB

~-838 -450 ~-221 +1

' AP1 GRE AP1 GRE YY1 .
p1BAPmD | ' VR B+

~-838 -450 =221

>
nd
-
b3
-
f‘g
3

p18APmpd | }

B BT
~830 -460 ~221 +1
AP1 GRE AP1GRE YY1
LohGremut | e /18 /=

-838 ~460 -221 * +1

Fig. 4. Representaci6n esquemitica de los pldsmidos reporteros
emplcados en los diferentes ensayos de transfeccidn.
Nota: Los asteriscos indican el sitio mutado.
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_construfdo como se reporta por Thierry et al.,.l987b. Los pldsmidos
que incluyen las mutantes APl de la LCR del HPV-18 (Fig.'4) se

» construyeron como lo reportan Thierry y Howley, 1991.y Thierry et

al., 1992 La mutante de la LCR en el sitio GRE funcional (Fig. 4)

fué hecha por Garcia-Carrancd, 1995 (sometido).

Bacterias competentes :

La cepa DHSalfa se sembré en medio SOB complementado con 10 mM
de sulfato de magnesio y se crecié en agitacién constante (200 rpm)
a 37 °C, durante toda la noche. Se inocularon 500 ul del prcég[tivo

en 50 ml de medio SOB complementado con 10 mM de ’sﬁ]f&tol de

magnesio y se crecieron en agitacién constante a 37 ihﬂsta
alcanzar una D.O. de 0.5 a 550 nm. Se transfirieron a'tu66$ Fal;on
de 50 ml, en condiciones de esterilidad y se colocn;oﬁ fbimin en

hielo. Se centrifugaron a 2500 rpm durante 12 min a 4 °C. Se

eliminé ¢l sobrenadante y las bacterias fueron resuspendidas en

16 ml de solucién amortiguadora RFl (QomeAaéetato de potasio,

100mM cloruro de rubidio, 10 mM clorqu“ _qélciq;'so mM cloruro de

manganeso, 15% glicerol; ajustar, H.5.8 con 4cido acético), se
incubaron durante IS5 min en. '

durante 12 min a 4 °C. ‘se resuspendié

en 4 ml de solucién amortigq § (16 mM MQﬁS‘d PiPES. 25 mM
cloruro de calcio, 10 mM cloruro'de rubidio, 15% giiéerdl; ajustar

a pH 6.5 con hidréxido dcrpbtusio). se incubé durante 15 min cen
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hielo. Finalmente se distribuyé en alicuotas de 200 ul y se

almacenaron a -70 °C, hasta su uso.

Transformacién de bacterias competentes

Se tomaron 200 ul de bacterias competentes pbr cada DNA
plasmidico. Se incubé durante 20 min en hiclo y sequrégaron entre
50 y 100 ng de DNA. Se dié un choque térmico durahféf?d seg a 42 °C
y posteriormente se colocaron en hielo durante 2 mf;;'Se agregaron
éOO ul de medio SOB y se incubaron a 37 °C durante 45 min en
agitacién constante. Se tomaron 50 pul del medio con las bacterias
y se sembraron en cajas de medio LB suplementado con ampicilina.
Las bactcrias restantes se centrifugaron 30 seg, s¢ tiré el
sobrenadante y se resuspendieron en aproximadamente 50 pl de medio
S0B, se sembraron ¢n cajas dec medio LB con ampicilina. Sc¢ incubaron

durante toda la noche.

Obtencién de grandes cantidades DNA plasmfdico.
Se sembré una colonia transformada con el pldsmido deseado en
5 ml de medio LB con ampicilina (100 ug/ml) y se incubéféf37wfc»en

agitacién constante durante todda la noche. E! pie9d¢’

ﬁftiVbese
agregé a 500 ml de medio LB con ampicilina, se incubé:

alcanzar una D.0. de 0.6 a 600 nm y se ngrcgé(cl@f@

concentracién findl‘d¢f170 ng/ml. Se incubd‘u’g

constante durante toda’ la noche. Las bacterias sc centrifugaron a
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4 °c, durante 15 min a 5000 rpm , se eliminé el sobrenadante y se
resuspendieron en 8 ml de la solucién TS (125 g sacarosa, 25 ml
Tris § M pH 8.0, agua destilada c.b.p. 500 ml). Se agregaron 8 ml
de ELT (40 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0, 400 mg de lisozima, 0.2 ml de

Triton X 100, agua destilada c.b.p. 200 ml), se mezcl6 suavemente
Yy se incubdé 15 min a temperatura ambiente y 10 min a 70 °C. Se
centrifugé a 40,000 rpm durante 20 min a 4 *C en un rotor 50Ti. Se
tomé el sobrenadante y se le agregé un volumen de PEG (100 g
pélietilen glicol, 29.22 g cloruro de sodio, 5 ml Tris 1M pH‘ﬁ,O,
1 m] EDTA 0.5 M pH 8.0, agua destilada c.b.p. 500 ml), se inégbé‘
30 min a temperatura ambiente, se centrifugé 10 min a JOQOkféﬁeen
un rotor S834, se eliminé el sobrenadante y el DNA prccipi(addwse
resuspendié en TE pH 8.0 (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH
8.0).

Purificacién de DNA plasmidico por gradiente de Cloruro de Cesio.

A la mezcla de DNA y TE se agreg6é I g de CsCl por ml de
mezcla, se disolvié perfectamente y por cada 10 ml de la mezcla de
DNA-TE-CsCl se agregé 0.8 ml de una solucién de bromuro de etidio
(10 mg/ml). 'Se <colocé la meztla en tubos .quick-seal y—:Se
centrifugaron en un rotor NVT90 a 85,000 rpm durante 3.5 h. La
banda dg DNA plasmfdico se recolecté con una jeringa, piqghdo §l
tubo justo abajo de la banda deseada. El DNA obtenido, séiﬁ{;]iéé

en una solucién de TE, haciendo varios cambios de la misma.
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Finalmente el DNA se cuantificé leyendo a 260 nm y se comprobé su

pureza leyendo a 280 nm.

Transfeccién de células por el método de Cloruro de Calcio.

Se crecieron células C-33 a confluencia en cajas de Petri de
100 mm de didmetro. Se tripsinizaron y se colocaron en cajas de
Petri de 60 mm a una concentracién de 7.5x10' con 5 ml de medio
DMEM suplementado con 7% de suero fetal bovino. Se incubaron a 37°
C durante toda la noche. Se cambié el medio viejo por fresco
cuatro horas antes de que se hiciera la transfeccién, en este paso
s6lo se agregaron 2 ml de medio.

Se coloc6é el DNA a transfectar en diferentes tubos y se llevé
a un volumen final de 50 ul con agua'estéril. se agregaron 500 ul
de solucién HEBS 1X (8 g cloruro de sodio, 99.4 fosfato de sodio
anhidro, 0.370 mg cloruro de potasio, § g HEPES, agua destilada
c.b.p. 1000 ml, pH 7.05), se mezclé y se incubé 10 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 25 ul de Caclz 2.5M mezclando
constantemente, se incubé 10 min a temperatura ambiente y se agregé
directamente al medio de las células. Después de una noche de
incubacién, las células se lavaron 3 veces con la solucién‘Tris
Dulbecco (137 mM cloruro de sodio, 5 mM cloruro de potasio, 0.7 mM
fosfato de sodio, 25 mM tris base c.b.p. 1000 ml, pH 7.4) y se
agregaron 5 ml de medio DMEM suplementado con 7% de sueron fetal

bovino. 40 h después de la transfeccién, 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 ml) y el tapiz celular fué resuspendido en 1| ml de PBS
y colocado en tubos eppendorf. Las células se centrifugaron ! min,
se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron en 200 ul de una
solucién de Tris-glicerol (250 mM Tris pH 8.0, 15% glicerol). EI
extracto celular se obtuvo congelando y descongelando las células
al "incubarlas por perfodos sucesivos de tres minutos en un baflo de
hielo seco con etanol y a 37 °C, repitiéndose por lo menos tres
veces. Por uGltimo, se centrifugé durante 10 min a 4 °C y se

recuperdé el sobrenadante.

Ensayo de beta-galactosidasa. .

Un volumen de 50 ul de cada extracto celular éc b6ﬁpj§f§'a 1
ml con PBS y se agregaron 200 ul de o-Nitréféﬁglépéth-D-
galactopiranosido (4 mg/ml). Se incub6é a 37 °C durahte 3:hf9 hhsta
que apareciera el color amarillo. La reaccién se paré con%O:S'ﬁ!vde

carbonato de sodio I M.

Ensayo de cloranfenicol acetil transferasa.

Por el método de Bradford, 1976; se ‘cuantifiﬁé la
concentracién protefca de cada extracto y con"bnsc en los
resultados se tomaron concentraciones iguales»paré esfe ensayo. El

volumen de extracto celular se completé a 150 ul con una solucidn
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de Tris pH 8 250 mM y se agregaron 8 pul de acetilCoA (10 mM) y 2 nul
de cloranfenicol "¢ (0.1 uci/ul). Se incubé a 37 °C durante 3 h.
La reaccién sé paré con 250 ul de acetato de etilo y se mezclé
vigorosamente durante 30 seg. Se centrifugé 10 min a 4 °C y se tomé
la fase orgdnica colocéindose ésta en el speedvac durante 10 min.
Finalmente se resuspendié en ro nl de acetato de etilo y se colocé
sobre una placa de cromatografia. La placa de cromatografia se
colocé en una cédmara previamente saturada con 190 ml de cloroformo
y 10 m! de metanol, dejdndose migrar durante 1 h. El tiempo de
exposicién de las placas varié entre dos y siete dfas,

La actividad de CAT se calcul6 en un contador de lfquido de
centelleo cuantificando la cantidad de cloranfenicol marcado con c!!
acetilado y no acetilado. Del total de la radiactividad confada se
obtuvo el porcentaje de cloranfenicol acetilado, que representa la

actividad de la enzima CAT.

o g e i e 7
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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 algin efecto sobre la

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

2.ug del plasmido que cont'ene a la LCR del HPV-18 unida al gen

reportero CAT (Fig. 4), y,co 5-ﬁg~de los plasmidos que contienen

ras mutado en vall2 (pEJ). Las

al gen li-ras normal (pEC)QQ,n
cantidades empleadas ‘fué}'
preliminares en los dﬁé
selecciondndose aquella en
evidente. Los extractos obténfdos ‘después de la
transfeccién se utili;arqn T ;_dff;fa~hctividad de la
enzima  CAT, usuﬁd6: ‘ ﬂbfhﬁféﬁi¢o!\ ‘marcado
radiactivamente. Sg”gﬁicleron ap: :

actividad de la

"ﬁ;esién de un protooncogen puede estar

teniendo unjefe¢p6’$imi1ar al del oncogen mutado (McKay et al.,

1986), en'ééfgwcasé él_éfecto es menor, ya que con el gen H-ras
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mutado se observa un incremento en la transcripcién de poco méds del
doble (110%), (Fig. §5).
Los resultados indican que tanto’ H-ras mutado como H-ras

normal estan afectando la expresiénrdé‘Ios oncogenes E6 y E7 del

HPV-18, aunque en dxferente gra

Como se sabe H-ras es “Gna:p o@efna anclada a la cara interna
de la membrana y el efecto sobre Ia:LCR del HPV-18 no podia ser una
interaccién directa, por ello se quiso determinar a través de que
proteina podia estar actuando H-ras para .activar la transcripcién

de los oncogenes del virus.

Papel de los elementos de respuesta a glucocorticoides sobre Ia
transcripcién temprana del HPV-18.

Previamente se ha reportado que el sitio GRE podrfa actuar
como regulador negativo de la transcripcién temprana, ya que cuando
se encuentra mutado, la actividad basal de la LCR se incrementa a
mds del doble (Butz y Hoppe-Seyler, 1993). Sin embargo, en otro
reporte se encontré que dentro de la LCR existé una secuencia YY1
que se sobrelapa con el sitio GRE (Bauknecht et al., 1992), las
secuencias YY! se encuentran en diversos promotores y actian como
reguladores negativos de su actividad transcripcional. Para
determinar si el sitio GRE actia como regulador negativo de la
trnnscr;pciéa; se hicicron ensayos de transfeccién en los que se
utxlxzé la LCR con el sitio GRE mutado, en el que se cambié una

c1tosnna por una adenina en la posic16n 5 de la secuencia
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Fig. 5.. Efecto del gen li-ras sobre la actividad transcripcional de
la regién larga de control del HPV-18. La -grafica muestra la
actividad. 'de “:1a enzima CAT en extractos :de ‘células C-33
transfectadas- con el pldsmido que contiene:a la LCR unida al gen
reportero; CAT ‘¥ los pldsmidos pEC o 'pEJ. "La: actlvxdad se expresa en
nimero: de veccb sobrc la basal, quc se 1gual6 a. uno.



(AGCACATACTATACT), la mutacién se localiza en una base altamente
conservada en los elementos de respuesta a gluccorticoides que
actian positivamente,

Los resultados que se muestran representan el promedio de por
lo menos cinco ensayos. Los resultados obtenidos nos indican que
esta mutacién produce una disminucién del 40% 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 transcripcién (Fig. 6 ¥
Fig. 7). . |

nLdslfesultados nos indican que el sitio GRE no estd actuando

cdao[un reguladdf nééntiQo;'yaiqué se observa una disminucién en el
.d{vgjf‘bé transcripcién cuando éste es mutado. Al comparar la
sééuehcia GRE del HPV-18 con las secuencias consenso de 1os GRE que
actdan como reguladores positivos ¥ los GRE que se comportan como
. reguladores negativos, podemos observar que presenta mayor
homologia con los elementos que actian como reguladores positivos,

esto concuerda con los resultados obtenidos.

Transactivacién de las protefnas c-jun, JunB y JunD sobre la LCR

del HPV-18.

Se sabe que la LCR/de HPV-18 presenta dos sitios APl a los

cuales se unen 1gs '1tefngs AP1, constituidas por dfmeros Jun/Jun

o Jun)Fos. son determinantes para mantener la
actividad;d¢f1a~L6R. por ello se quiso determinar si H-ras estaba

actuando sobre esta regién a través de este grupo de protefnas. Se
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Fig. 6. Efecto del sitio GRE sobre la actividad basal de la LCR del
HPvV-18.: “figura’ muestra un ensayo CAT de células ' C-33
transfectadas ‘con:la LCR mutada en el sitio GRE proximal o-la LCR
sxlvestrc, en presencxa y ausencm de H~-ras. AR
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Fig. 7. Efecto del sitio GRE sobre la actividad basal de la LCR del
HPV-18. La gradfica muestra las actividades relativas de CAT en
células C-33 transfectadas con los pldasmidos que contienen a la LCR
silvestre o.a la:LCR:con el sitio GRE proxima! mutado, en ausencia
o presencia'de. H-ras,. = .
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llevaron a: cabo ensayos de transfeCC|6n utllnzando el plasmido que
contiene a -la LCRJunldn_ul,gcn‘rcportero CAT y pléasmidos que
contiéﬁen‘a~jos genés dué?eis;ésan las proteinas c¢-jun, JunB y
JunD.- Lbs éktractos obtehidbgAse procesaron como se describié
anteriormente en material y métodqs. La cantidad de los plédsmidos
Jun empleados, se determiné'haciendo una curva.de concentraciones
y seleccionando aquella en la que el efecto fuera mds evidente, las
concentraciones que mostraron mayor efectb ésc}]aron entre 2 y

6 ug. Los resultadn§ que se¢ muqstréq;%eﬁfeséntan el promedio de

tres ensayos.~

Los resultados obtenidos muestran que los homodimeros JunB y

JunD no son’ capaces de activar la transcrnpc:én de la LCR e incluso

se observa cnerto grado de represnén (Flg. 8). A diferencia de los
pnter;ores se observa que el. homod(mero c-jun activa la
transcripcidén poco més de 5 veces. Cuando éstos genes son ademés

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

aun mayor en el nivel de transcrlpcnén. sin embargo, el incremento

con las proteinas Ju B"y JunD es s6lo de aproximadamente el 50%

(Figs. 9, 10 Syt 5 i :éé compara esto con el nivel de

transcripciéﬁ'éﬁtenid uand§—5§ cotransfecta sélo la LCR ¥y H-ras

. mutado, bodehos‘s, éétas protefnas disminuyen a la mitad

el efecto de “H=ras

dtrd'lado cuando la protefna c-jun se
cotrnnsfectn fép_ r ﬁutndo. se observa que el nivel de
transcrxpcxén de la~ LCR aumenta m&s de 11 veces, poco mids que la

sumatorla”del'efecto dcvcada uno por separado. Estos resultados
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Fig. 8. Efecto de los . diferentes miembros de:la familia Jun: sobre
la cxpre516n temprana dei? HPV 18. La ‘figura- muestra: un’ enbayo ‘CAT
de células . C-33; transfcctad dn ‘1a’ LCR silvestre (2 ug) -y-con:los
plésmldoa que cxprcsa '.~prot01nds “Jun,. carrillesii2-4 Yy 9-11
contienen 4:ugid “plasmldo, carrlles 5-7 y°12 contiencn 2 ug dc
cada: plasmjdp Llicfecto dc = ras, ambt(n fuC observad0.~5~
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Actividad relativa de la enzima CAT
N
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JunD \" - - - - - + +
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Fig. 10. Efecto de la proteina JunB en ausencia o presencia de
H-ra:::, c-jun y JunD sobre la expresién temprana del HPV-18. La
grifica muestra las actividades relativas de la enzima CAT.
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Fig. 11. Efecto de la proteina JunD en ausencia o presencia de
H-ras, c-jun y JunB- sobre Ja expresion temprana del HPV-18. La
grifica muestra las actividades relativas de la enzima CAT.
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sugieren que H-ras puede estar ejerciendo’Su efecto sobre la LCR a
través dg ln pxotcfnu c Jun. Lo anterior concuerda con reportes que

indican que lea : apaz de transactlvar a la protefina c-jun y no

a Junb y qupp 7el hecho de que c-jun y no JunB sea la
protefna: tfanspc ivadora de la LCR de HPV-18 es un poco
controverstal ha'Fbportado que ésta ldltima podria ser la

proteina transactnvadora mids importante, sin embargo, en ningin

caso se‘ réa n; ensnyos de transfeccién para corroborar su
hipétesis

co rhhsfecja c-jun.con JunB o JunD, se observa que

8 vy 9),1,estos resul tados podrlan ser

_a formacnén preferencnal de heterodfmeros

c-juh/Jun c- Jun/JunD‘_:'[bs “cuales pueden actuar como

trnnsact d'res pobres dlsmnnuye do el potencial transcripcional

de c- qun (Deng‘y Karln,51994 anrr-et al., 1994).

Los resultados obtenldos sugleren que JunB y JunD no actidan

como-regul'

asal. Por su parte c-jun parece ser la

nctlvas cunndo sc unen heterodfmeros Jun/Fos a los sitios AP1, sin
embargo, en.nuestro sistema nosotros observamos que en ningin caso

los heterodimeros JunB/c-Fos, ni JunD/c-Fos aumentan la actividad
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de la LCR (datos no mostrados). Si bien con los heterodimeros
c-jun/c~-fos, c-jun/JunB y c-jun/JunD se observa activacién, ésta es

menor que para el homodimero c-jun.

Efecto de los sitios AP1 sobre la actividad de la LCR del HPV-18.

Para corroborar que el”“efecto de transactivacién ejercido por
el gen H-ras a través de c-jun ocurrfa sobre los sitios AP1, se
hicieron ensayos de transfeccién en los que se utilizaron plédsmidos
que contienen a la LCR con uno o ambos sitios AP!1 mutados (Fig. 4).
Estds pldsmidos fueron construidos por Thierry et al,, 1992; la
mutanfe ed el sitio APl'proximal presenta un cambio en la secuencia

_ 5! —TGACTAA 3':a 5 -TAAGTAA 3', la otra mutante AP!1 presenta la

mlsmu mutacxdn pero ‘en el sitio AP1 distal, el cual presenta la

mxsmn secuencin que el proximal, pero en la cadena opuesta de DNA.

e 1ncluye ambas mutaciones.,

Las tres: mutantes fueron cotransfectadas con el gen H-ras

mutado nallzadas como en los experimentcs anteriores. La

mutacxén en’ el s:tlo AP1 distal lleva ‘a una?dxsmlnu016n del nivel

de trans rlpc 6n basal en un 65% en:comparac16n con la LCR normal,

la mutaclén

éstosgsft _siqomo cruc1ales para-mant ner‘el nivel de transcripcién

de7ld~LCR5(Thierry et al.;'1992)‘ 1ﬁ:embargo el nivel en que’

afectan ta transcripcién estos sitios difiéré'entre sf.
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Fig. 12. Efecto: de los. sitios APl sobre la actividad
transcrnpcxondl ‘de “la- LCR ‘del. HPV-18. La figura muestra un ensayo
CAT de'célulasiCc-33, transfectadas con los pldsmidos que contienen
a la LCR snlvestrc o,a la_LCR mutada en uno o ambos sitios APl.
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Cuando estas construcciones se cotransfectaron con el gen
H-ras mutado, se observé un ligero incremento en el nivel de la

~transcripcién basal de las mutantes en un sélo sitio AP1, este
incremento corresponde sé6lo a un 10% (Fig, 12 y Fig. 13). Este
aumento es pequefio si se compara con el observado con H-ras mutado,
que corresponde a poco mis d€! 100%. En el caso de l1a doble mutante
no se observd incremento alguno cuando se utilizé 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 AP1, al

activar a la proteina c-jun.
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DISCUSION

La transcrlpcnén temprana dcl HPV—18' la cual controla la

"expresién de los oncogencs vnrales 56 y r7. es regulada por una

combinacién de'fact' ‘cefulares que se unen a la LCR.

El hecho de qﬁé‘ no sea suficiente para
desarrollar uﬁ” esencia de otro tipo de
ce iCO#ﬁterinos, Ilevé a tratar
o extracelulares estaban

transcripcién de . estos
“se” encuentra mutado en un alto
porcenta’j , mas- .cérvico-uterinos, que ademés

presenta cuencie HPV (Lizano, comunicacién personal). Por

,con el. gen ras activo produce

anter orvllevé a. la pregunta de si el efecto
por sepnr d, ,ntes mencionados, pod{a llevar al
desarrollo de ‘u nce N s; exnstfa algin tlpo de 1nteracc16n
entre el gen H ras - mutado.y ‘ con;rol de la expresnén de los
oncogcnes V|rnlcs d; ‘ﬁe favoreciera elvdesarrollo del

céncer.

Los resultados de;tfgnéféccién en células C-33 muestran que
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tanto H-ras normal como Hfras mutado son capaces de aumentar el

nivel de trnnscripcién de 15'LCRk-dcl HPV-18. Estos resultados son

comprensibles si se toma,en cuenta que la sobreexpresién de un
oncogene puede tcner efectos similares a su contraparte mutada,
aunque requiera dek grnndes cantidades (de 20 a 50 veces de
sobreexpresién) para logrdr tener un efecto ‘similar al del gen
mutado (McKay et al., 1986), en nuestro caso se observé que H-ras
normal! tiene un efecto menor al de H-ras mutado que incrementa en
poco mAs del doble el nivel de transcripcién, esto se puede
explicar con los datos antes mencionados que indican que se

requiere de una altn expresién del gen ras normal para tener una

act1v1dad 51mllar a “la de .su contraparte mutada.
‘°tlos oncogenes E6/E7 del HPV-18 es regulada,

10‘6 ‘con ‘anterioridad, por factores virales y

ce!pf@tes esta*pegulacxdn implica una complicada interaccién de
s «qresiquéAeﬁ conjunto van a dar cierto nivel de expresién,
:Jlés sitios AP1 fuera de la LCR son méds activos que
dentro de larmlsma (Bauknecht et al.,1992), esto y otras evidencias
“como el hecho de que dentro del promotor existan sitios Apl y Spl
y éste no prcsente ninguna actividad incrementadora intrinseca
(Butz y Hoppe Seyler, 1993), Ilevaron a sugerir que existia algin

elemento de regulacnén negntlva dentro de la LCR.

nutz y ‘Hoppe-Seyler, 1991- utnllznn una mutante en dos bases

dentro del sitio GRE de la reg16 =promotora del HPV-18 y observan

que el nivel de transcrlpcxén;se'}ncgementa a mas del doble, ellos
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explican que queda por aclarar si este mecanismo involucra al
receptor de glucocorticoidc‘s‘»_oj posiblemente a un factor regulador
que Sse una a un sitio de”'regulacidn- negativa. 8Sin embargo,

prevnamente Bnuknecht et al.. 1992,, habfan reportado la presencia

de un dominio de regulacién negativa dentro del! promotor de! HPV-18

al cual se unia el represof’transcrxpcnona] YY1, cuando este sitio

era mutado, se observaba un; aumento en la respuesta a TPA. Al hacer

y:posxc:én del sitio GRE mutado por

cuatro bases y si bien, la mutacién

entro del sitio YY!, si se encuentra

ifio GRE regula

la

negativamente

ugada corresponde a una de las dos

" La mutacién no debe:estar afectando, por lo menos de manera -

v
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significativa la conformacxén del DNA, ya que el represor YY! al

purecer mantxencisu”unlén ul DNA y"pbr lo,tanto no,sc observa un

in'mutar. Esta

Por,dtfq‘




Tomando en: consideracién Ios datos anterxores y el hecho de

que la LCR”préSénthﬁdds*Sifjos, Pl ‘se pensé que tal vez H-ras

mutado podrfa estar

ctuando a. través de-c-Jpn‘sobre la LCR del

Hl’V-IS.‘

protefna , ] : : nvel de transcripcién en

gera represién con
,--en los cuales

\(lintervienen con
Deng y Karin,
la actxv:dad de c-jun al formar

1993{,reportan qu>;

dfmeros 1nact1vos con éste ] esto ocurre porque los dimeros

JunB/c Jun qe forman co mayor afxn:dad que los dimeros
c-Jun/chun, «adgmds ;de~wque “los heterodimeros tienen una ba ja
afinidad por el DNA‘lérquévlos hace unos transactivadores pobres.

Cuando se cotransfecta c-jun y JunB se observa una disminucién

en el nivclrhértrénsﬁcfiﬁacién'de c-jun, esto se puede explicar con

los Hatos ahtes mencnonados ya',que., JunB - estarfa formando

.cuales tienen una

sf el nivel de




se cotransfectnn*c{juh y.JunD, lo que sugiere que los heterodifmeros
c-jun/JunD témﬁiéﬁ,mééi,formnn con mayor preferencia que los
homodimeros é-juﬁ & fienen baja afinidad por el DNA. De hecho se ha
reportado que  la Sbbreexpresidn de JunD, previene o disminuye la
.entrada de

las células al ciclo celulaf, ain cuando’los;niveles de c-jun se

mantengan, esto. sugiere que JunD pued *funcionar de manera

dominantc sobre c=jun (Pfarr et al., 1

Los experimentos de cotransfeccién:que:se'realizaron con c-jun

‘de ambos no se contrapone

bOﬁérdtividad, el efecto de

c~jun (4-6 pg dﬁceﬁtraciones bajas (1-2 ug) el

efecto que se observa es: ma

bien' sumatorio. -

Cuando’se . cotransfecta Héras;mutadolcoh°JunB o JunD se observa

una dismiﬂﬁﬁiéﬁ;gn qlgefecfo‘qué éjeféé‘el oncogen por s{ solo
sobre la LCR. Lésffesultados nos indican que estas proteinas tienen
un efecto negafivo sobre la actividad de H-ras, esto se contrapone
con lo reportadb para JunB, en donde se muestra que JunB .es capaz
de cooperar con H-ras aunque no tan eficientemente como c=jun
(Schette' et al., 1989). Sin embargo lo que se podrfa estar
observando en nuestro modelo es que H-ras no coopera con JunB para
aumentar la expresién de los oncogehes virales y de alguna forma se

observa un efecto negativo de JunB sobre la LCR.
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Para el caso de la proteina JunD, los resultados concuerdan

con lo reportado por Pfurr iet,~ que ellos

a’l.'."
encuentran que JunD bloquéa ‘par, te: 1 3 )" 1de

transformacién de H-ras activo

embargo,

Thlerry et :al

existir un mecanismo de

regu13016n que mantxene cierto nlvel de expresién de los oncogenes

V1rales, que esta siendo regulado por JunB, va que si bien JunB no
actlva,a‘la repre516n que se observa .en e! nivel basal de la
transcrfpcién es minima y permite por tanto la expresién de los
oncogenés del virus dentro de un cierto nivel, sin embargo, cuando

ocurre alguna alteracién célular .como es el caso de la mutaci6n del

gen H-ras, el equxllbrto qe rompe, aumentando la cantldad de c-jun

fosforitado vy dnndo co:o‘

‘onsccuenc:a un incremento en la expresién

de los oncogenes ocasnonando’asf los efectos de transformacién

celular. Aunrasi. la presencna de grandes cantidades de JunB en.
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células epitelialgs n§ garantiza que ésta proteina sea la que esté
transnctivando, yd“iﬁe puede desempeifiar muchas otras funciones
dentro de la;ééiulg;(k

Una ve;fdQéVSE determiné que c-jun aumentaba el nivel de
transcripciﬁh;éé la LCR del HPV-18 y que H-ras mutado se sumaba a
este cféc;qgfﬁéquiso comprobar que el incremento observado cuando

se cotf§h§f§c£aha con H-ras era a través de los sitios AP1,

Las ufaCiones en los sitios AP1, disminuyen notablemente el

nivel -de ~trénscripci6n basal, lo gue concuerda con lo antes

““sin embargo, en los ensayos

elementos cis interaccionando y del espacio
adecuado entref,o'
obtenidos se’éﬁpl Ci
la LCR, ya qqé
factores debffénA ;ircundantes deben de ser diferente, de
manera que iaﬂ mutacién.‘en un sitio afectarfa cierto tipo de
interacciones?ﬁ%o;§}cgs q{ferentes‘a las del otro sitio, dando como

- consecuencia difexéﬁtes actividades transcripcionales.
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Los resultados obtenidos en -‘las transfecciones con las
mutantes en un §itio APl .y H-ras, nos muestran que existe una menor
respuesta a H-ras mufado, debido a que el .incremento obtenido con
respecto a la basal es solo del 102 a diferencia del! LCR silvestre
que aumenta mAs del 100%. Por otro lado, cuando se usa la doble
mutante y H-ras mutado no é; observa ninguin inéremento en
el nivel de transcripcién. Estos resultados nos confirman que la
estimulacién que ejerce H-ras en el nivel de transcripcién de]l LCR
la ejerce a través de los sitios AP1.

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-lg (Fig. 14), En este modelo la préte(na ras al pasar

a su forma:GTP por un-estfmulo extracelular, transmite una seflal! a

na s‘nie’de protefnas cinasas una de las cuales debe

estar{ffoﬁf rila d6 “a la protefna c¢-jun en su dominio de

IO

transactivacién, dando como consecuencia la unién de ésta a los

sitios APl_kgl LCR, aumentando el nivel de transcripcién de los

oncogenes virales.
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Fig. 14, via dec transduccién dec seiiales de ras y su posible
interacci6én a través de c-jun sobre e! LCR del HPV-18.



CONCLUSIONES

t. E! gen H-ras mutado aumenta al doble la expresién de los

oncogenes E6/E7 del HPV-18 en células C-33.

-

2. El gen H-ras mutado aumenta la expresién de los oncogenes E6/E7

al actlvar a la protefna c-jun,
3. El gen H-ras mutado actua a travésrﬂﬁ" sitios APl de la LCR

del HPV 18 para aumentar la expresné pnéégenes virales.

4, El sntxo APl protnmal de la L_ ,718]pafece ser mas activo

que el s:txo APl dlstal..»

5. Los sitlostRE txenen un

'fegpQ;pdsitivo sobre la tranSCfibcién

basal de |os oncogenes EG/E7
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